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Resumo A inativac¸a˜o fotodinaˆmica de microrganismos (PDI) baseia-se na com-
binac¸a˜o de treˆs elementos na˜o to´xicos: uma mole´cula fotossensibiliza-
dora (PS), luz e oxige´nio. O PS, quando excitado pela luz na presenc¸a
de oxige´nio, leva a` gerac¸a˜o de espe´cies reativas de oxige´nio to´xicas para
as ce´lulas, que causam danos celulares irrevers´ıveis e letais. Esta abor-
dagem tem sido considerada como uma alternativa promissora a outros
me´todos de inativac¸a˜o de microrganismos. No entanto, o alargamento
da sua aplicac¸a˜o, e´ ainda limitado pela baixa suscetibilidade dos micror-
ganismos quando organizados em biofilmes, pela reduc¸a˜o da eficieˆncia
dos PS quando incorporados em formulac¸o˜es para aplicac¸a˜o direta e pela
disponibilidade de PS na˜o to´xicos compat´ıveis com matrizes alimentares.
Para este trabalho foram definidos os seguintes objetivos espec´ıficos: (a)
avaliar a eficieˆncia de curcumina na inativac¸a˜o de biofilmes de microrga-
nismos relevantes como patoge´nicos alimentares; (b) avaliar a eficieˆncia
de PS naturais e sinte´ticos na inativac¸a˜o de fungos fitopatoge´nicos ou
agentes de deteriorac¸a˜o de frutos; (c) avaliar o efeito da incorporac¸a˜o de
PS de refereˆncia (porfirina catio´nica) em ge´is e cremes para aplicac¸a˜o
superficial. Assim o fotossensibilizador natural curcumina na˜o causou
inativac¸a˜o significativa (0, 6 Log) em biofilmes de Staphylococcus aureus.
No entanto, a curcumina a 200 µM conduz uma reduc¸a˜o significativa
(3, 4 Log), na concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis em biofilmes de L. innocua,
apo´s irradiac¸a˜o com luz azul (270 J.cm−2). Os biofilmes de L. innocua,
usada como modelo do patoge´nico alimentar L. monocytogenes revela-
ram maior suscetibilidade a` inativac¸a˜o fotodinaˆmica com curcumina.
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Pelo contra´rio, o crescimento dos fungos Lasiodiploidia theobromae e
Botrytis cinerea, usados como modelo de fungos patoge´nicos da vinha e
agentes de deteriorac¸a˜o de frutos, na˜o foi significativamente atenuado na
presenc¸a de curcumina e riboflavina, com exposic¸a˜o a` luz solar. A porfi-
rina tetracatio´nica Tetra-Py+-Me e o corante azul de toluidina causaram
atraso e atenuac¸a˜o no crescimento do mice´lio de ambos os fungos, sendo
a porfirina mais eficaz do que o corante. O efeito fotossensibilizador
foi maior em L. theobromae ja´ que a estirpe de B. cinerea usada neste
trabalho sofreu atenuac¸a˜o do crescimento por ac¸a˜o direta da luz solar,
mesmo na auseˆncia de PS. A incorporac¸a˜o de uma porfirina catio´nica em
formulac¸o˜es para aplicac¸a˜o to´pica (cremes) atenuou significativamente
a sua eficieˆncia na inativac¸a˜o de ce´lulas livres, relativamente a` eficieˆncia
de inativac¸a˜o do mesmo PS em soluc¸a˜o aquosa. No entanto, conseguiu-
se inativac¸a˜o completa de suspenso˜es de Staphylococcus aureus (MSSA
e MRSA) com um creme contendo 50 µM desta porfirina catio´nica e
irradiac¸a˜o com luz branca (540 J.cm−2).
A curcumina revela elevado potencial como fotossensibilizador com-
pat´ıvel com alimentos, podendo ser aplicado no controle de Listeria em
alimentos e superf´ıcies de contacto com alimentos. No entanto, na˜o se
revelou eficaz no controle do crescimento de fungos associados a` bio-
deteriorac¸a˜o de frutos. Os resultados obtidos com fotossensibilizadores
sinte´ticos, nomeadamente da famı´lia das porfirinas, permitem perspeti-
var uma alternativa de baixa toxicidade ambiental a outros antifu´ngicos
de uso agr´ıcola, com poss´ıvel aplicac¸a˜o no tratamento de doenc¸as do
tronco da videira e de outras a´rvores de fruto. A incorporac¸a˜o de PS
em formulac¸o˜es adequadas a` forma de aplicac¸a˜o, nomeadamente cremes
para aplicac¸a˜o to´pica, tem impacto negativo na eficieˆncia de inativac¸a˜o
que pode, no entanto, ser compensado aumentando a concentrac¸a˜o de
PS e a dose de energia aplicada.
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Abstract The photodynamic inactivation of microorganisms (PDI) is based on the
combination of three non-toxic elements: a photosensitizer (PS), light
and oxygen. When the PS is excited by light, in the presence of oxy-
gen, cytotoxic reactive oxygen species are formed, leading to irreversible
damage and cell death. This approach has been regarded as a pro-
mising alternative to other methods of inactivation of microorganisms.
However, the expansion of its application to contexts in which micro-
bial inactivation is intended, is still limited by the low susceptibility of
microbial biofilms, by the availability of non-toxic food-grade PS and
also by the attenuation of the photosensitization efficiency of PS when
incorporated in formulations for topic application. This work aimed at
the following objectives: (a) to evaluate the efficiency of curcumin for
the inactivation of biofilms of relevant bacterial food pathogens; (b) to
evaluate the efficiency of natural and synthetic PS on the inactivation
of phytopathogenic fungi or fungal agents of fruit deterioration; (c) to
evaluate the effect of incorporation of PS (cationic porphyrin) in gels
and creams for topic application. The natural photosensitizer curcumin
failed to significantly inactivate (0.6 Log) biofilms of Staphylococcus au-
reus. However, 200 µM of curcumin caused a reduction of approximately
(3, 4 Log) log in the concentration of viable cells in biofilms of Listeria
innocua, upon irradiation with blue light (270 J.cm−2). The biofilms of
L. innocua, used as a model of food pathogen L. monocytogenes showed
greater susceptibility to photodynamic inactivation with curcumin than
with a cationic porphyrin used as reference PS.
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On the contrary, the growth of the fungi Botrytis cinerea and Lasio-
diplodia theobromae, used as models of vine pathogens and fruit decay
agents, was not significantly attenuated in the presence of curcumin
and riboflavin, upon exposure to sunlight. The tetracationic porphyrin
Tetra-Py+-Me and toluidine blue O caused delay and attenuation of my-
celium growth in both fungi, being the porphyrin more effective than the
dye. The photosensitizing effect was more obvious in L. theobromae as
the B. cinerea strain used in this study suffered growth attenuation by
direct action of sunlight, even in the absence of PS. The incorporation of
a cationic porphyrin in topical formulations (creams) significantly reduce
the efficiency of inactivation of planktonic cells and bacterial biofilms,
when compared to the effect of aqueous solutions of the free PS. Howe-
ver, complete inactivation of Staphylococcus aureus (MSSA and MRSA)
was achieved with a cream containing 50 µM of a cationic porphyrin
(Tetra-Py+ −Me)andirradiationwithwhitelight(540 J.cm−2). Curcu-
min shows high potential as a food-grade photosensitizer and may be
applied in the control of Listeria in food products and food contacting
surfaces. However, it has not proven effective in controlling the pro-
liferation of fungi associated with the biodeterioration of fruits. The
results obtained with a synthetic photosensitizer (cationic porphyrin)
may, however, be regarded as a promising low-toxicity alternative to
current antifungals used in agriculture. The incorporation of a PS in
appropriate formulations, namely creams for topical application, has a
negative impact on the efficiency of inactivation that can be compensa-
ted by increasing the concentration of PS and the dose of applied energy.
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Cap´ıtulo 1
Inativac¸a˜o fotodinaˆmica
1.1 Terapia fotodinaˆmica
A aplicac¸a˜o terapeˆutica da luz e´ conhecida desde antiguidade havendo registos da sua
aplicac¸a˜o no antigo Egito, I´ndia e China, em que se utilizavam a luz solar para tratar as
doenc¸as da pele (ex: psor´ıase, vitiligo e cancro) bem como o raquitismo e psicose (Spikes,
1985). O efeito fotodinaˆmico sobre ce´lulas foi inicialmente observado por Rabb em 1900. Esta
descoberta foi feita acidentalmente quando a combinac¸a˜o da luz e uma soluc¸a˜o de laranja de
acridina teve um efeito letal no protozoa´rio Paramecium caudatum sem que houvesse qualquer
efeito na auseˆncia de luz (Rabb, 1900).
Posteriormente, Jesionek e Von Tappeiner em 1903 descobriram que e´ necessa´rio oxige´nio
para que o efeito seja desencadeado. Tiveram bons resultados com uma soluc¸a˜o de eosina
a 5% para o tratamento de psor´ıase, cancro de pele e lu´pus (Von Tappeiner and Jesionek,
1903).
As aplicac¸o˜es terapeˆuticas do efeito fotodinaˆmico foram retomadas na segunda metade do
se´culo XX. No in´ıcio da de´cada de 60 foi sintetizada uma nova droga atrave´s da purificac¸a˜o
da hematoporfirina (Hp), designada como derivado de hematoporfirina (HpD). A eficieˆncia
deste composto foi testada sobre tumores implantados em ratos tendo sido observado que a
incideˆncia de luz proporcionava a regressa˜o dos tumores. No final da de´cada de 60 obteve-se
sucesso no tratamento de uma mulher portadora do cancro da mama irradiando seletivamente
o tumor, marcando assim o in´ıcio da terapia fotodinaˆmica como terapia anti-tumoral (Lipson
et al., 1961, 1967).
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Esta abordagem foi posteriormente alargada ao tratamento de infec¸o˜es microbianas e
atualmente tem suscitado especial interesse no controle de estirpes resistentes (Chen et al.,
2005). Neste caso, e´ designado como terapia fotodinaˆmica antimicrobiana (aPDT, antimi-
crobial photodynamic therapy) ou quimioterapia fotodinaˆmica antimicrobiana (PACT, photo-
dinamic antimicrobial chemotherapy). Fora do contexto cl´ınico esta abordagem e´ designada
como inativac¸a˜o fotodinaˆmica (PDI, photodynamic inactivation)
1.2 Mecanismo de inativac¸a˜o
O efeito fotodinaˆmico baseia-se numa combinac¸a˜o de luz, um fotossensibilizador (PS) na˜o
to´xico, na presenc¸a de oxige´nio, para gerar espe´cies reativas de oxige´nio (ROS). Durante o
processo de inativac¸a˜o fotodinaˆmica, cujo mecanismo de ac¸a˜o se encontra representada na
Figura 1.1, o PS e´ irradiado/excitado com luz num comprimento de onda adequado e como
consequeˆncia passa para um estado de maior energia. O PS no estado excitado pode voltar ao
estado fundamental por fluoresceˆncia ou, por inversa˜o do spin, passar para um estado excitado
tripleto. No estado excitado tripleto, o PS pode interagir com o meio por dois mecanismos
diferentes: no mecanismo tipo I ha´ produc¸a˜o de radicais livres como seja o (supero´xido [O2
•– ],
radical hidroxilo [-OH•– ] e pero´xido de hidroge´nio [H2O2] atrave´s das reac¸o˜es de transfereˆncia
de eletro˜es entre PS excitado no estado tripleto e um substrato. No mecanismo tipo II ocorre
a produc¸a˜o do oxige´nio singleto atrave´s da transfereˆncia de energia do PS no estado tripleto
para o oxige´nio molecular. O oxige´nio singleto e´ um intermedia´rio extremamente reativo e com
caracter´ısticas eletro´filicas sendo capaz de causar danos nas membranas das ce´lulas, prote´ınas
e DNA. No entanto, apresenta um tempo de vida muito curto pelo que a sua produc¸a˜o deve
ocorrer muito perto das ce´lulas alvo (Chen et al., 2015).
Tanto o mecanismo tipo I e o mecanismo tipo II sa˜o dependentes do oxige´nio e levam a`
formac¸a˜o de espe´cies reativas de oxige´nio altamente citoto´xicas. Estas por sua vez interferem
com a func¸a˜o biolo´gica de alguns componentes celulares tais como os a´cidos gordos insatu-
rados, as membranas, os res´ıduos de aminoa´cidos que fazem parte da estrutura proteica e as
bases dos a´cidos nucleicos em particular a guanina e a timina, conduzindo a` morte celular
(Tavares et al., 2011).
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Figura 1.1: Representac¸a˜o esquema´tica dos mecanismos de inativac¸a˜o fotodinaˆmica (Calixto
et al., 2016).
1.3 Fatores determinantes de eficieˆncia de inativac¸a˜o
1.3.1 Microrganismos
Apesar da eficieˆncia de terapia fotodinaˆmica em diferentes grupos de microrganismos,
esta apresenta diferentes n´ıveis de eficieˆncia contra bacte´rias (bacte´rias de Gram negativo
e bacte´rias de Gram positivo), fungos, parasitas e v´ırus. Sabe-se que as bacte´rias de Gram
positivo podem ser eliminadas por va´rios tipos de fotossensibilizadores em concentrac¸o˜es mais
reduzidas do que as bacte´rias de Gram negativo e fungos. Isso deve-se a diferenc¸as estrutu-
rais nas paredes celulares destes microrganismos, e no caso dos fungos, devido tambe´m ao
seu maior volume (Melo and Perussi, 2012). As bacte´rias de Gram positivo possuem uma
espessa camada de peptidoglicano, que exibe um grau relativamente alto de porosidade na˜o
atuando como barreira de permeabilidade para a maioria dos PS, o que facilita difusa˜o do
fotossensibilizador para os locais sens´ıveis da ce´lula (Jori, 2006). As bacte´rias de Gram ne-
gativo, possuem uma membrana externa altamente organizada, composta por duas camadas
lip´ıdicas que dificulta a interac¸a˜o do PS com a membrana citoplasma´tica e impede a passagem
das espe´cies reativas de oxige´nio por ele geradas. As leveduras, por outro lado, sa˜o mais re-
sistentes a` inativac¸a˜o fotodinaˆmica, pois possuem maior tamanho celular do que as bacte´rias
(Lazzeri et al., 2004). As espe´cies de Candida, por exemplo, sa˜o 25 a 50 vezes maiores do que
as bacte´rias, contendo um grande nu´mero de alvos por ce´lula para inativac¸a˜o fotodinaˆmica
(Dai et al., 2009). A presenc¸a de membrana nuclear representa um outro fator que dificulta
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a fotoinativac¸a˜o dos fungos, pois atua como uma barreira adicional na interac¸a˜o do material
gene´tico do microorganismo com os fotossensibilizadores (Melo and Perussi, 2012). Os princi-
pais alvos da atividade fotodinaˆmica sa˜o as estruturas bacterianas externas, parede celular e
membrana celular, o que explica em parte as diferenc¸as de suscetibilidade entre microrganis-
mos. Os danos nas estruturas microbianas externas podem envolver perda do conteu´do celular
ou inativac¸a˜o de sistemas de transporte de membrana e de enzimas. Uma adesa˜o espec´ıfica e
adequada do PS a estas estruturas e´ considerada suficiente para a destruic¸a˜o da ce´lula alvo
(Tavares et al., 2010). A multiplicidade dos s´ıtios alvos afetados durante a inativac¸a˜o foto-
dinaˆmica faz com que na˜o haja o desenvolvimento de resisteˆncia dos microrganismos, fato que
constitui uma das principais vantagens em relac¸a˜o as outras terapias convencionais. A tera-
pia fotodinaˆmica possui um largo espectro de ac¸a˜o, visto que o fotossensibilizador pode agir
sobre bacte´rias, fungos, v´ırus e protozoa´rios, independente das estirpes microbianas serem
resistentes a antibio´ticos (Melo and Perussi, 2012).
1.3.2 Fotossensibilizadores
Um fotossensibilizador e´ uma mole´cula capaz de interagir com a luz e gerar espe´cies alta-
mente reativas (Renno and Miller, 2001; Alenezi et al., 2016).
Os fotossensibilizadores usados na inativac¸a˜o microbiana podem ser compostos naturais
ou sinte´ticos. As caracter´ısticas essenciais de qualquer fotossensibilizador sa˜o a sua capaci-
dade de se acumular nas ce´lulas alvo, de gerar espe´cies citoto´xicas e de induzir a morte das
ce´lulas. Para ser considerado um bom fotossensibilizador, este deve ser quimicamente puro,
produzir oxige´nio singleto ou outras espe´cies reativas de oxige´nio (ex: supero´xido, hidroxilo e
radicais derivados de l´ıpidos), ter a capacidade de se acumular no alvo celular, ser ativado por
fontes de iluminac¸a˜o de baixo custo, na˜o ser mutage´nico, na˜o apresentar citotoxicidade na
auseˆncia da luz, possuir um largo espetro de absorc¸a˜o. Deve ainda possuir natureza anfif´ılica
i.e. deve ser solu´vel em a´gua e conter grupos hidrofo´bicos que facilitem a sua interac¸a˜o com
as membranas celulares. A escolha do fotossensibilizador depende da finalidade de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica, da matriz onde os microrganismos se localizam e das fontes de luz aplica´veis
(Almeida et al., 2011; Jori and Brown, 2004; Leanne B et al., 2008; Plaetzer et al., 2009; Yano
et al., 2011).
Os derivados de hematoporfirina foram os primeiros fotossensibilizadores testados para
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aplicac¸a˜o em terapia fotodinaˆmica antimicrobiana (aPDT). Posteriormente va´rios outros fo-
tossensibilizadores foram desenvolvidos. Os fotossensibilizadores (PS) naturais derivados da
hematoporfirina, do tipo porfirinico Figura 1.2 constituem a primeira gerac¸a˜o de fotossen-
sibilizadores. Apesar do seu sucesso, estes apresentam algumas limitac¸o˜es, entre as quais a
baixa penetrac¸a˜o da luz nos tecidos alvos, visto que o seu ma´ximo de absorc¸a˜o na˜o ultra-
passa os 630 nm. Ale´m disso, apresentam baixo coeficiente de extinc¸a˜o a este comprimento
de onda, o que implica administrac¸a˜o de grandes quantidades do composto para se obter
resposta terapeˆutica eficiente. Devido a estas limitac¸o˜es, houve a necessidade de desenvolver
uma segunda gerac¸a˜o de fotossensibilizadores, que inclui porfirinas sinte´ticas, ftalocianinas,
naftalocianinas, clorinas e baterioclorinas Figura 1.3. Estes fotossensibilizadores sa˜o com-
postos com propriedades farmacocine´ticas e f´ısico-qu´ımicas melhoradas, apresentando uma
maior eficieˆncia na gerac¸a˜o de espe´cies reativas de oxige´nio e uma maior banda de absorc¸a˜o
em comprimentos de onda que variam dos 650-750 nm (Chen et al., 2005; Paszko et al., 2011).
No entanto, sa˜o na maioria compostos sa˜o hidrofo´bicos, apresentando problemas de solubili-
dade em meios fisiolo´gicos. Os fotossensibilizadores de terceira gerac¸a˜o pretendem assegurar
maior seletividade para os tecidos alvo, diminuir a fotossensibilidade colateral, minimizar os
efeitos secunda´rios e obter maior absorc¸a˜o de luz em comprimentos de onda que penetrem
mais nos tecidos infetados, estes esta˜o associados a va´rios modificadores, tais como anticorpos
monoclonais, nanopart´ıculas, lipossomas e pol´ımeros, que assegurem uma maior seletividade
para as ce´lulas alvo (Josefsen and Boyle, 2008; Yano et al., 2011).
Fenotiazinas, porfirinas e ftalocianinas foram testadas com sucesso na inativac¸a˜o foto-
dinaˆmica de bacte´rias de Gram positivo e outros microrganismos patoge´nicos. A inativac¸a˜o
de biofilmes de bacte´rias de Gram positivo, Gram negativo e biofilmes mistos tem sido re-
latada para uma gama de fotossensibilizadores, frequentemente da famı´lia das fenotiazinas
e ftalocianinas (Jori and Brown, 2004). Va´rios fotossensibilizadores tem sido testadas com
sucesso na inativac¸a˜o de fungos, nomeadamente, hematoporfirinas anio´nicas e seus derivados,
clorinas, ftalocianinas hidrofo´bicas, o corante catio´nico azul de toluidina e porfirinas catio´nicas
(Perussi, 2007).
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica de microrganismos em matrizes alimentares levanta questo˜es
de compatibilidade e toxicidade dos fotossensibilizadores. Os PS utilizados na inativac¸a˜o fo-
todinaˆmica em matrizes alimentares na˜o devem ser to´xicos e tambe´m na˜o devem alterar a
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apareˆncia, composic¸a˜o e o sabor. Va´rios PS derivados de fontes naturais teˆm sido propostos
para ultrapassar este problema. Alguns desses compostos teˆm a vantagem de terem pro-
priedades muito bem conhecidos e serem utilizados como aditivos autorizados em alimentos
e bebidas. Curcumina, riboflavina, hipericina sa˜o exemplos de PS naturais (Luksiene and
Brovko, 2013).
 
Figura 1.2: Estrutura qu´ımica dos fotossensibilizadores da primeira gerac¸a˜o.
 
Figura 1.3: Estrutura qu´ımica de fotossensibilizadores da segunda gerac¸a˜o.
A curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) cuja estrutura
qu´ımica se encontra representada na Figura 1.4, e´ um composto polifeno´lico extra´ıdo do
rizoma seco de curcuma longa e e´ o componente ativo do ac¸afra˜o (Ammon and Wahl, 1991;
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Esatbeyoglu et al., 2012). E´ utilizado como um corante natural, com o co´digo de aditivo
alimentar E100.
O rizoma de curcuma longa conte´m 3% a 5% de curcuminoides dos quais 50% a 60%
correspondem a (curcumina demetoxicurcumina, bis-demetoxicurcumina e curcumina c´ıclica)
Figura 1.4 e ate´ 5% a o´leos essenciais (Esatbeyoglu et al., 2012). O teor das curcumino´ides
depende da sua origem e das condic¸o˜es do solo (Priyadarsini, 2014).
A curcumina apresenta uma vasta gama de atividades biolo´gicas, nomeadamente ativi-
dade antimicrobiana de largo espectro contra bacte´rias, v´ırus e fungos e apresenta ainda
atividades antisse´tico, anti-inflamato´ria, anti-carcinoge´nica e anti-to´xica. A curcumina apre-
senta baixa ou nenhuma citotoxicidade nas ce´lulas do hospedeiro sendo desta forma segura.
Uma dose de 10g/dia na˜o produz toxicidade em humanos. Trata-se de um composto prati-
camente insolu´vel em a´gua e solu´vel em compostos orgaˆnicos, solventes alcalinos e solventes
extremamente a´cidos. Apresenta um espectro de absorc¸a˜o que varia entre 408 para 430 nm
(Priyadarsini, 2014).
A curcumina tem sido utilizada como um fotossensibilizador natural na inativac¸a˜o fo-
todinaˆmica de microrganismos, uma vez que possui um largo espectro de ac¸a˜o e e´ capaz
de produzir elevados n´ıveis de espe´cies reativas de oxige´nio (ROS) quando ativada pela luz
(Dovigo et al., 2013).
 
 
 
 
  
Figura 1.4: Estrutura qu´ımica da curcumina e respetivos derivados.
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A riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) cuja estrutura qu´ımica encontra-se re-
presentada na Figura 1.5 e´ tambe´m conhecida como vitamina B2. Possui uma estrutura
planar, apresenta uma colorac¸a˜o amarela fluorescente. E´ solu´vel em a´gua, levemente solu´vel
em compostos orgaˆnicos e insolu´vel em compostos lip´ıdicos. E´ encontrada no leite, carne,
peixe e principalmente em vegetais de cor verde escura (Souza et al., 2005). E´ um corante
amarelo-alaranjado usado como um aditivo alimentar com o co´digo E101. Ale´m de ser um
aditivo alimentar na˜o to´xico E101 e´ tambe´m um fotossensibilizador endo´geno encontrada em
va´rios alimentos e desempenha pape´is essenciais na inativac¸a˜o dos microrganismos. Apresenta
ma´ximos de absorc¸a˜o na regia˜o do ultra-violeta e vis´ıvel (365 nm), funcionando como um fo-
tossensibilizador do tipo II ou interagindo com o substrato levando a` foto-oxidac¸a˜o deste e
consequentemente gerac¸a˜o de radicais livres (mecanismos tipo I) (Souza et al., 2005; Nielsen
et al., 2015; Thakuri et al., 2011). Derivados de riboflavina carregados positivamente teˆm
sido testados com sucesso como fotossensibilizadores para a inativac¸a˜o de bacte´rias multirre-
sistentes (Maisch et al., 2014). Estas sa˜o eficazmente inativadas sem causar danos nas ce´lulas
da pele (Maisch et al., 2014). A combinac¸a˜o da luz com os derivados da riboflavina produz
tambe´m uma inativac¸a˜o ra´pida e eficaz dos endosporos Bacillus atrophaeus (Eichner et al.,
2015). A riboflavina tem sido tambe´m testada como fotossensibilizador na desinfec¸a˜o de san-
gue (Hubbard et al., 2015). Apesar dos va´rios aspetos vantajosos da utilizac¸a˜o de riboflavina
como fotossensibilizador, existem tambe´m desvantagens importantes, nomeadamente a baixa
solubilidade em compostos orgaˆnicos e a baixa afinidade por tecidos celulares. Ale´m disso, as
flavinas naturais encontram-se normalmente ligadas a prote´ınas e outros constituintes celula-
res, dificultando assim a seletividade para as estruturas celulares. Por isso, existe atualmente
um grande interesse na obtenc¸a˜o de derivados de riboflavina com propriedades f´ısico-qu´ımicas
e de citolocalizac¸a˜o melhoradas (Baptista et al., 2014).
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Figura 1.5: Estrutura qu´ımica de riboflavina.
1.4 Fonte de luz
A luz usada na inativac¸a˜o fotodinaˆmica deve ter um espectro de emissa˜o adequado ao
espetro de absorc¸a˜o PS. As fontes de luz utilizadas na terapia fotodinaˆmica pertencem a treˆs
grandes grupos nomeadamente, as laˆmpadas de fluoresceˆncia ou de haloge´neo, d´ıodos emisso-
res de luz (LEDs) e os lasers. A ac¸a˜o destas fontes de luz depende principalmente do espetro
de emissa˜o, da flueˆncia da luz, da distribuic¸a˜o espacial da luz e da poteˆncia do aparelho
(Zelickson, 2005). Atualmente alguns estudos de inativac¸a˜o fotodinaˆmica tem sido baseados
na exposic¸a˜o da luz solar, sobretudo quando se perspetivam aplicac¸o˜es ambientais (Menezes
et al., 2014a).
As de haloge´neo e de fluoresceˆncia abrangem quase toda a regia˜o da luz vis´ıvel e o in´ıcio
do infravermelho. Os LEDs sa˜o constitu´ıdos por semi-condutores so´lidos ligados entre si e que
geram luz. Estes dispositivos fornecem luz de comprimentos de onda em regio˜es limitados do
espectro eletromagne´tico e sa˜o de baixa potencia. Esta situac¸a˜o pode ser contornada fazendo
variar o tempo de exposic¸a˜o a` luz, isto e´, irradiaˆncias menores podem sem compensadas por
tempos de irradiac¸a˜o maiores. No entanto o uso de uma maior irradiaˆncia de luz num curto
per´ıodo de tempo e o uso de uma menor irradiaˆncia de luz num per´ıodo de tempo maior
pode dar resultados diferentes em termos de inativac¸a˜o microbiana mesmo que a dose de luz
utilizado tenha sido a mesma (Wainwright, 1998).
Os lasers ale´m de fornecerem um feixe de luz homoge´neo emitem tambe´m luz num com-
primento de onda espec´ıfico que pode ser compat´ıvel com o espetro de absorc¸a˜o do agente
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fotossensibilizador. Estes emitem uma alta flueˆncia de luz monocroma´tica correspondendo
deste modo ao pico de absorc¸a˜o do agente fotossensibilizante, permitindo deste modo a rea-
lizac¸a˜o de uma terapia fotodinaˆmica mais ra´pida. Pore´m estes aparelhos sa˜o extremamente
caros, nem sempre sa˜o porta´teis e necessitam de mais assisteˆncia te´cnica (Torezan et al.,
2009). A luz solar e´ uma luz policroma´tica cujo espetro os picos de absorc¸a˜o dos agentes
fotossensibilizantes ate´ agora conhecidos (Silva and Martins, 1996). Trata-se de uma fonte de
luz natural e de baixo custo. Apresenta pore´m a desvantagem de so´ ser aplica´vel durante o
dia.
1.5 Vantagens e limitac¸o˜es de terapia fotodinaˆmica
A aplicac¸a˜o do efeito fotodinaˆmico na inativac¸a˜o e´ um processo multi–alvo contra bacte´rias,
fungos, v´ırus e parasitas, que reduz a probabilidade de desenvolvimento de resisteˆncia micro-
biana (Bastos et al., 2012). Apesar de apresentar um amplo espectro de ac¸a˜o contra mi-
crorganismos, estes apresentam diferentes suscetibilidades devido a`s diferenc¸as nas estruturas
celulares externas (parede celular e membrana celular). A presenc¸a de uma bicamada lip´ıdica
na parede das bacte´rias de Gram negativo confere-lhes um baixo grau de permeabilidade para
os fotossensibilizadores (PS) mais comumente utilizados. A parede celular das leveduras como
por exemplo a Candida spp. apresentam uma permeabilidade interme´dia entre as bacte´rias
de Gram negativo e bacte´rias de Gram positivo (Sperandio et al., 2013). Os PS (porfirinas
ou ftalocianinas) anio´nicos ou neutros podem ser eficazes contra bacte´rias de Gram posi-
tivo, mas normalmente na˜o inativam bacte´rias de Gram negativo (Sperandio et al., 2013).
Com o intuito de ultrapassar esta dificuldade e melhorar a penetrac¸a˜o dos PS em bacte´rias
de Gram negativo, teˆm sido testados pre´-tratamentos com diferentes agentes qu´ımicos tais
como, cloreto de ca´lcio (CaCl2) e a´cido etilenodiaminotetrace´tico (EDTA), pois sabe-se que as
ce´lulas pre´-tratadas com EDTA perdem ate´ 50% do seu lipopolissacar´ıdeo, tornando-se deste
modo sens´ıveis aos agentes hidrofo´bicos (Sperandio et al., 2013). Os PS catio´nicos podem ser
eficazes na inativac¸a˜o de bacte´rias de Gram negativo sem necessidade dos agentes qu´ımicos
permeabilizantes. A carga positiva promove uma forte interac¸a˜o electroesta´tica com os locais
carregados negativamente da superf´ıcie externa das bacte´rias Gram de negativo, aumentando
deste modo a efica´cia da inativac¸a˜o fotodinaˆmica (Caminos et al., 2008). Outras limitac¸o˜es
baseia no fato dos PS apresentarem cor, pelo que na˜o podem ser usados em todo tipo de
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materiais. Outra limitac¸a˜o baseia-se no fato de tratar de ser uma terapia aplicavel apenas
em leso˜es superficiais ou tecidos acess´ıveis a luz. Outra limitac¸a˜o baseia-se na baixa foto-
estabilidade dos fotossensibilizadores para aplicac¸o˜es ambientais com irradiac¸a˜o prolongada
(Albini and Fasani, 1998; Yogo et al., 2005).
1.6 Objetivo geral
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica tem sido testado com sucesso como estrate´gia alternativa de
inativac¸a˜o de microrganismos e biofilmes microbianos na perspetiva de ultrapassar o problema
de resisteˆncia a agentes antimicrobianos. No entanto, a sua aplicac¸a˜o e´ ainda limitada por
constrangimentos relacionados com o tipo de microrganismos a inativar e com a sua resisteˆncia
intr´ınseca, particularmente quando se trata de biofilmes microbianas, que constituem a forma
com que os microrganismos mais frequentemente apresentam.
Este trabalho teve como objetivo geral testar a aplicabilidade de inativac¸a˜o fotodinaˆmica
a contextos particulares. Assim foram abordados treˆs contextos de aplicac¸a˜o diferentes: (a) a
inativac¸a˜o de biofilmes de patoge´nicos alimentares, (b) a imobilizac¸a˜o de fotossensibilizadores
em matrizes semi-so´lidos para inativac¸a˜o de patoge´nicos de pele, (c) a inativac¸a˜o de fungos
fitopatoge´nicos.
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Cap´ıtulo 2
Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de
biofilmes alimentares com
fotossensibilizadores naturais e
sinte´ticos
Resumo
Os biofilmes microbianos sa˜o mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que as formas
plancto´nicas correspondentes. Assim o desenvolvimento de biofilmes em superf´ıcies relacio-
nadas com processamento ou acondicionamento de alimentos e´ uma preocupac¸a˜o global em
termos de seguranc¸a alimentar visto que podem sobreviver aos processos de sanitizac¸a˜o e
representar uma fonte de contaminac¸a˜o e deteriorac¸a˜o. A fim de controlar o desenvolvimento
de biofilmes e contornar a sua resisteˆncia a detergentes e biocidas qu´ımicos, pretendeu-se
avaliar a eficieˆncia de fotossensibilizadores naturais na inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes
relevantes em contexto de seguranc¸a alimentar. Como fotossensibilizador (PS) natural testou-
se a curcumina e como PS sinte´ticos foi usada uma porfirina tetracatio´nica (Tetra-Py+-Me).
Como patoge´nicos alimentares formadores de biofilmes, foram testadas as bacte´rias Listeria
innocua, usada como modelo da espe´cie patoge´nica Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus. Com a concentrac¸a˜o de 200 µM de curcumina e uma dose de luz azul de 270 J.cm−2
obteve-se uma reduc¸a˜o de 3, 4 Log na concentrac¸a˜o de celulas via´veis em biofilmes de L. in-
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nocua. Com 100 µM de curcumina a reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis em biofilmes
de S. aureus foi de 0, 6 Log. Nas formas plancto´nicas correspondentes, as reduc¸o˜es foram
de 8, 3 Log e 3, 2 Log, respetivamente usando a curcumina numa concentrac¸a˜o de 100 µM e
uma dose de luz azul de 270 J.cm−2. Com uma concentrac¸a˜o de 10 µM de Tetra-Py+-Me e
uma dose de luz branca de 270 J.cm−2 obteve-se uma reduc¸a˜o de 1, 6 Log na concentrac¸a˜o de
ce´lulas via´veis em biofilmes de L. innocua. Com 5.0 µM de porfirina obteve-se uma reduc¸a˜o
de 2, 1 Log em biofilmes de S. aureus. Nas formas plancto´nicas, as reduc¸o˜es foram de 8, 7 Log
e 6, 0 Log para as ce´lulas pancto´nicas de L. innocua e S. aureus com de 1.0 µM e 5.0 µM de
PS respetivamente.
A curcumina foi mais eficiente na inativac¸a˜o dos biofilmes de L. innocua do que a porfirina
tetracatio´nica. No entanto, em S. aureus verificou-se um padra˜o claramente inverso. A ina-
tivac¸a˜o fotodinaˆmica pode ser eficaz na inativac¸a˜o de biofilmes de patoge´nicos alimentar. No
entanto, a escolha do fotossensibilizador depende da natureza do patoge´nico que se pretende
inativar e da biocompatibilidade do fotossensibilizador com a matriz alimentar.
Palavras chave: Biofilmes bacterianos, alimentos, curcumina, inativac¸a˜o fotodinaˆmica
2.1 Biofilmes microbianos
A maioria das bacte´rias encontradas em ambientes naturais ou hospitalar sa˜o encontradas
em associac¸a˜o com superf´ıcies sob forma de agregados multicelulares denominados de biofil-
mes (Tonon et al., 2015; Giaouris et al., 2015).
Um biofilme microbiano consiste num conjunto de microrganismos de uma u´nica espe´cie
ou de espe´cies diferentes, que pode incluir, bacte´rias, fungos e microalgas incorporados numa
matriz polime´rica auto-produzida e que se fixam a uma superf´ıcie so´lida ou se concentram
numa interface (Taraszkiewicz et al., 2012). Esta matriz auto-produzida desempenha um
papel importante, pois fornece aos biofilmes uma maior estabilidade estrutural e protec¸a˜o
contra condic¸o˜es ambientais adversas e e´ constitu´ıda por diferentes tipos de biopol´ımeros,
globalmente designadas por substaˆncias polime´ricas extracelulares (SPE). Estes consistem
numa mistura complexa de macromole´culas, como prote´ınas, polissacar´ıdeos, l´ıpidos e a´cidos
nucleicos. Pore´m a sua composic¸a˜o varia de acordo com as espe´cies microbianas, com o estado
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fisiolo´gico e com as condic¸o˜es ambientais (Flemming et al., 2007; Flemming and Wingender,
2010; Beech et al., 2010). As SPE funcionam como uma barreira defensiva, protegendo as
ce´lulas de serem arrastadas pelo fluxo de flu´ıdo e ajudando a ce´lula a resistir as condic¸o˜es de
stress mu´ltiplo, tais como a diminuic¸a˜o de nutrientes e a´gua, a presenc¸a de biocidas e outras
formas de stress ambiental (Menoita et al.).
A biomassa representa menos de 10% da massa do biofilme, enquanto que a matriz extra-
celular representa mais de 90% da massa seca. Os biofilmes sa˜o constitu´ıdos essencialmente
por a´gua, que representa 70% a 95% da massa total. Segundo alguns autores a raza˜o massa
da a´gua/massa do biofilme pode ser pro´xima de 99% (Azeredo and Oliveira, 2000).
Em virtude do efeito protetor da matriz extracelular e das alterac¸o˜es fenot´ıpicas induzi-
das na comunidade por processos de comunicac¸a˜o celular (quorum sensing) os biofilmes sa˜o
intrinsicamente menos suscet´ıveis a agentes antimicrobianos do que as formas plancto´nicas
das mesmas espe´cies (Høiby et al., 2010). Particularmente em relac¸a˜o aos antibio´ticos, os
mecanismos de resisteˆncia convencionais, tais como bombas de efluxo, enzimas modificadoras
e mutac¸o˜es no alvo na˜o sa˜o suficientes para explicar a resisteˆncia antimicrobiana, embora
contribuam para a reduc¸a˜o da suscetibilidade microbiana em biofilmes (Stewart, 2002).
Va´rios outros fatores teˆm sido associados a` resisteˆncia de biofilmes a compostos antimicro-
bianos: a) baixas taxas de atividade metabo´lica e de crescimento das bacte´rias em biofilmes,
principalmente daquelas que se encontram nas camadas mais internas; b) presenc¸a da matriz
polime´rica extracelular que atua como uma barreira f´ısica a` penetrac¸a˜o de compostos an-
timicrobianos, podendo tambe´m interagir quimicamente com esses agentes, sequestrando os
antimicrobianos hidrof´ılicos; c) transfereˆncia de genes de resisteˆncia, visto que a proximidade
entre ce´lulas microbianas facilita a transfereˆncia horizontal de genes, que conferem resisteˆncia
para mu´ltiplos agentes antimicrobianos; d) falha no reconhecimento dos biofilmes pela defesa
imunita´ria humana; e) co-existeˆncia de diferentes espe´cies com diferentes graus de suscetibi-
lidade (Silva Trentin et al., 2013; Oliveira et al., 2010).
Os biofilmes assumem relevaˆncia no contexto de seguranc¸a alimentar, visto que estes po-
dem formar-se nos alimentos e nos utens´ılios e superf´ıcies de preparac¸a˜o (Djordjevic et al.,
2002). Staphylococcus, Escherichia coli, Salmonella, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Listeria,
Shigella e Campylobacter sa˜o alguns dos patoge´nicos alimentares mais relevantes em termos
de incideˆncia ou de severidade das doenc¸as por eles causadas (Team et al., 2013).
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A formac¸a˜o dos biofilmes microbianos nas indu´strias alimentares ocorre devido a falhas
nos procedimentos de higienizac¸a˜o e a` emergeˆncia de bacte´rias resistentes aos processos con-
vencionais de sanitizac¸a˜o. As superf´ıcies e o ambiente onde os alimentos sa˜o processados
constituem importantes fatores que determinam o risco de formac¸a˜o dos biofilmes. Estes po-
dem acumular-se numa grande variedade de substratos nomeadamente, vidro, borracha, ac¸o
inox, teflon e polipropileno (Oliveira et al., 2010).
A presenc¸a dos biofilmes microbianos nas indu´strias alimentares representam uma po-
tencial fonte de contaminac¸a˜o e aumentam o risco de doenc¸as associadas, nomeadamente
intoxicac¸o˜es alimentares ou toxico-infec¸o˜es (Arau´jo et al., 2010; Ribeiro, 2011).
Os biofilmes microbianos representam agregados com elevada densidade microbiana e o
desprendimento das porc¸o˜es aderidas podem levar a` contaminac¸a˜o e deteriorac¸a˜o dos ali-
mentos. Dessa forma podem prejudicar a sau´de do consumidor, ale´m de ocasionar preju´ızos
financeiros em virtude da diminuic¸a˜o da vida de prateleira. Os alimentos deteriorados apre-
sentam alterac¸o˜es no aspeto, sabor e odor devido a produc¸a˜o de compostos vola´teis efetuados
pelos microrganismos. Os microrganismos produzem enzimas sacrol´ıticas, proteol´ıticas, pec-
tinol´ıticas e lipol´ıticos cujos produtos metabo´licos finais esta˜o associados com a deteriorac¸a˜o
dos alimentos e ao aparecimento de sabores desagrada´veis (Ragaert et al., 2007). Os biofil-
mes microbianos nas indu´strias alimentares tambe´m podem desencadear processos corrosivos
uma vez que catalisam reac¸o˜es qu´ımicas e biolo´gicas que causam biocorrosa˜o microbiologica-
mente influenciada (MIC-microbial induce corrosion), particularmente relevante na corrosa˜o
de metais (Arau´jo et al., 2010). Comportam-se tambe´m como camadas isolantes dificultando
a transfereˆncia de calor entre as superf´ıcies diminuindo assim a vida u´til dos equipamentos e
como consequeˆncia, aumentando os custos de manutenc¸a˜o e substituic¸a˜o de pec¸as dos equi-
pamentos e a eficieˆncia dos processos industriais (Arau´jo et al., 2010).
A prevenc¸a˜o de formac¸a˜o de biofilme e a inativac¸a˜o de biofilmes instalados sa˜o estrate´gias
de reduc¸a˜o do risco de contaminac¸a˜o cruzada dentro do ambiente de processamento de ali-
mentos e do produto alimentar (Schlisselberg and Yaron, 2013). O me´todo mais eficaz para a
remoc¸a˜o de biofilme deve inativar e/ou matar os microrganismos bem como destruir a matriz
polime´rica extracelular, visto que alguns dos constituintes de matriz funcionam como sinais
qu´ımicos que va˜o atrair novas ce´lulas por quimiotactismo (Simo˜es et al., 2010). Os me´todos
de erradicac¸a˜o ou prevenc¸a˜o da formac¸a˜o dos biofilmes podem ser classificados como me´todos
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qu´ımicos, f´ısicos e biolo´gicos (Peres et al., 2008; Sadekuzzaman et al., 2015). Os me´todos
qu´ımicos tais como o uso de cloro, pero´xidos e a´cidos geralmente sa˜o os mais utilizados em
ambientes de processamento alimentar. A limpeza do local com desinfetantes e´ um me´todo co-
mum para a prevenc¸a˜o e remoc¸a˜o da contaminac¸a˜o, sendo que os agentes de limpeza alcalinos
sa˜o considerados os mais eficazes principalmente contra bacte´rias de Gram positivo. Alguns
compostos produzidos por plantas e outros compostos naturais tambe´m tem sido testados com
sucesso na inativac¸a˜o de biofilmes. E´ o caso do mel e certos o´leos essenciais (Sadekuzzaman
et al., 2015). O extrato de Capparis spinosa na concentrac¸a˜o de 2 mg/mL, inibe a formac¸a˜o
de biofilme e a produc¸a˜o de SPE em E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens
e Priteus mirabilis (Abraham et al., 2011). A maioria do OEs exercem efeito antimicrobiano
com reduzida probabilidade de desenvolvimento de resisteˆncia (Ohno et al., 2003; Ali et al.,
2005). O o´leo de canela e´ um OE amplamente utilizado na indu´stria de alimentos por causa
do seu aroma especial (Chang et al., 2001). Ha´ evideˆncias que o o´leo de canela e´ eficaz contra
biofilmes de Streptococcus mutans e Lactobacillus plantarum (Filoche et al., 2005). Estudos
realizados demonstraram que tanto as formas plancto´nicas S. epidermidis assim como os bi-
ofilmes sa˜o suscet´ıveis ao o´leo de canela derivado de casca de ”Cinnamomum burmannii”
(Nuryastuti et al., 2009).
Os bacterio´fagos atualmente sa˜o considerados um potencial alternativa biolo´gica para
inibic¸a˜o de biofilmes. Os fagos sa˜o altamente espec´ıficos contra um hospedeiro ou gama de
hospedeiros e, portanto, na˜o afetam a microflora normal de matriz onde sa˜o aplicados. O
fago pode penetrar a matriz EPS via difusa˜o ou com a ajuda de enzimas codificadas pelos
fagos (Donlan, 2009). A fagolisina LySMP revelou-se especialmemente eficaz na inativac¸a˜o
de biofilmes de Streptococcus suis. Ale´m do rompimento da estrutura do biofilme, as ce´lulas
de S. suis foram posteriormente inativadas por LySMP (Meng et al., 2011).
O pre´-acondicionamento das superf´ıcies com biosurfactantes nomeadamente, a surfactina
produzida por Bacillus subtillis e ramnolipidos produzidos por Pseudomonas aeruginosa,
constituem uma outra estrate´gia de retardar a inalac¸a˜o de biofilmes microbianos (Sadekuz-
zaman et al., 2015). Os biosurfactantes sa˜o compostos tensoativos de origem microbiana que
apresentam baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade e sa˜o utilizados nas indu´strias ali-
mentares como emulsionantes e estabilizadores (Banat et al., 2010). Num estudo realizado
com biofilmes monoespec´ıficos ou mistos dos patoge´nicos de origem alimentar S. aureus, L.
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monocytogenes e Salmonella enteritidis, verificou-se que o pre´-acondicionamento da superf´ıcie
polistireno com surfactina numa concentrac¸a˜o de 0,25%, reduziu 42% da adesa˜o de L. mo-
nocytogenes e S. enteritidis e o pre´-acondicionamento da superf´ıcie com ramnolipidos (1%)
causou uma reduc¸a˜o de 57,8% e 67,8% na formac¸a˜o de biofilmes de L. monocytogenes e de
S. aureus, respetivamente. Os ramnol´ıpidos na concentrac¸a˜o de 0,25% causaram reduc¸o˜es de
58,5%, 26,5%, 23,0% e 24,0% em biofilmes de S. aureus, L. monocytogenes, S. enteritidis e
da cultura mista, respetivamente.
Estudos recentes revelaram que a destruic¸a˜o da arquitetura do biofilme pode ser alcanc¸ada
por va´rias enzimas que desempenham um papel essencial na dispersa˜o do biofilme maduro
(Kaplan, 2010). DNase 1 aplicada na concentrac¸a˜o de 5,0 µg/mL causa 40% de reduc¸a˜o
da biomassa de biofilmes de S. aureus, Streptococcus pyogenes, Acinetobacter baumanni,
Haemophilus influenza, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
Verifica-se ainda um efeito sine´rgico entre a enzima e o efeito de antibio´tico, azitromicina,
rifampicina, levofloxacina, ampicilina e cefotaxima aplicados conjuntamente com a enzima
reduziram significativamente a biomassa dos biofilmes (Tetz et al., 2009).
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica esta´ ja´ demostrada como uma alternativa eficaz para inativac¸a˜o
de biofilmes microbianos (Beira˜o et al., 2014). No entanto, tal como acontece relativamente
a outras estrate´gias de inativac¸a˜o, a inativac¸a˜o fotodinaˆmica dos biofilmes microbianos e´
tambe´m menos eficiente em biofilmes do que nas formas plancto´nicas correspondentes (Beira˜o
et al., 2014). Assim, a inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes requer concentrac¸a˜o de fotossen-
sibilizador mais elevadas e maiores doses de luz, visto que a efica´cia de inativac¸a˜o pode
ser reduzida, pela diminuic¸a˜o de penetrac¸a˜o do fotossensibilizador, pela dificuldade de pro-
pagac¸a˜o de luz nas ce´lulas e pelo efeito de captura das espe´cies reativas de oxige´nio pelos
constituintes de matriz extra celular (Beira˜o et al., 2014). No entanto, conseguem-se fatores
de inativac¸a˜o de biofilmes bacterianos frequentemente melhores do que com as abordagens
convencionais. Pereira et al, avaliaram os efeitos espec´ıficos de inativac¸a˜o fotodinaˆmica de
biofilmes de Candida albicans, S. aureus e Streptococcus mutans com o fotossensibilizador
azul de metileno. Foram observadas reduc¸o˜es significativas na viabilidade dos microrganis-
mos e a reduc¸a˜o foi maior nos biofilmes formados por uma u´nica espe´cie (2, 32 − 3, 29 Log)
do que nos biofilmes mistos (1, 00 − 2, 44 Log). Micrografias de microscopia eletro´nica de
varrimento sugerem que a fotosensibilizac¸a˜o letal ocorre predominantemente nas camadas ul-
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traperife´ricas do biofilme (Pereira et al., 2011). Os resultados mostraram que o PDI mediada
pelo corante azul de metileno, pode ser uma abordagem u´til para o controle do biofilme oral
(Pereira et al., 2011). Beira˜o et al., 2014 avaliaram a efica´cia da porfirina Tetra–Py+ –Me
na inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
de Candida albicans, bem como em biofilmes mistos de S. aureus e C. albicans. Os resultados
revelaram que a porfirina tetracatio´nica (Tetra–Py+ –Me) e´ eficaz na inativac¸a˜o de biofilmes
e em ce´lulas livres, sendo que o efeito de inativac¸a˜o foi atenuado em biofilmes, em relac¸a˜o a
ce´lulas-livres. Os microrganismos testados foram expostas a uma dose de 64,8 J.cm–2, por
exposic¸a˜o a luz de intensidade 40 W.m–2, durante 270 minutos, obteve-se uma inativac¸a˜o
completa de S. aureus (7, 4 Log) logo apo´s os 60 min de irradiac¸a˜o (14,4 J.cm-2) com 5.0 µM
do PS. Em relac¸a˜o aos biofilmes de S. aureus, 10 µM Tetra–Py+ –Me provocaram uma dimi-
nuic¸a˜o de 5.0 Log do nu´mero de ce´lulas via´veis ao fim de 270 min (Beira˜o et al., 2014). Uma
vez que nas indu´strias alimentares na˜o se pode usar compostos que na˜o sa˜o compat´ıveis com
os alimentos, usam-se enta˜o fotossensibilizadores naturais como por exemplo a curcumina e
a riboflavina. Tortik et al., 2014 avaliaram o efeito de curcumina na descontaminac¸a˜o de
carne de frango inoculada com S. aureus. A carne de frango foi polvilhado com curcumina
na concentrac¸a˜o de 100 µM e foi irradiada com luz vis´ıvel 435 nm (33, 8 J.cm2). Houve uma
reduc¸a˜o de 1, 7 Log (98%) da concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis de S. aureus em comparac¸a˜o
com os controlos sem nenhuma alterac¸a˜o vis´ıvel da apareˆncia exterior do ge´nero aliment´ıcio
apo´s a descontaminac¸a˜o fotodinaˆmica (Tortik et al., 2014).
Considerando os resultados promissores de inativac¸a˜o de patge´nicos com curcumina repor-
tada na literatura, o objetivo deste trabalho foi testar a eficieˆncia de inativac¸a˜o de biofilmes
microbianos com este fotossensibilizador natural compara´-lo, em termos de aplicabilidade,
com um fotossensibilizador de refereˆncia (Tetra–Py+ –Me). Como modelos biolo´gicos repre-
sentativos de patoge´nicos alimentares foram testadas as bacte´rias Listeria innocua e Staphy-
lococcus aureus.
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2.2 Materiais e me´todos
2.2.1 Microrganismos e condic¸o˜es de crescimento
Para as experieˆncias de inativac¸a˜o de biofilmes microbianos foram usadas duas bacte´rias de
Gram de positivo nomeadamente: Listeria innocua e Staphylococcus aureus ATCC® 29213.
A estirpe de S. aureus ATCC® 29213 foi cedida pela colec¸a˜o de culturas para as aulas do De-
partamento de Biologia da Universidade de Aveiro. A estirpe de Listeria innocua foi cedida
pela colec¸a˜o de culturas da Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Cato´lica Portu-
guesa.
Listeria innocua e´ uma espe´cie de bacte´ria de Gram de positivo, com forma de bacilo,
sa˜o anaero´bias facultativas e na˜o formadoras de esporos. E´ considerada uma sapro´fita na˜o-
hemof´ılica, com uma grande distribuic¸a˜o no ambiente e capaz de sobreviver a condic¸o˜es ex-
tremas (pH elevado, temperaturas altas e baixas e elevadas concentrac¸o˜es de sal), ocorrendo
em solo, a´guas superficiais, vegetais em deteriorac¸a˜o, esgotos e produtos alimentares (Moreno
et al., 2012). A sequeˆncia completa do genoma desta espe´cie mostra a sua relac¸a˜o pro´xima
com L. monocytogenes sendo frequentemente usada como modelo desta u´ltima em testes de
suscetibilidade a agentes antimicrobianos (Buchrieser et al., 2003; Milillo et al., 2012). A
L. monocytogenes e´ frequentemente encontrada em locais refrigerados e teˆm a capacidade
de aderir a superf´ıcies e formar biofilmes, sendo uma ameac¸a para as indu´strias alimentares
(Carpentier and Cerf; Van Houdt and Michiels, 2010). No entanto Listeria innocua na˜o e´
patoge´nica (Milillo et al., 2012).
Staphylococcus aureus e´ uma bacte´ria de Gram positivo anaero´bia facultativa, imo´vel que
na˜o apresenta ca´psula ou tem uma ca´psula limitada (Correal et al., 2013). E´ encontrada no
ambiente e faz parte da microbiota normal humana (Gelatti et al., 2009). Como patoge´nico
alimentar, e´ a causa frequente de intoxicac¸o˜es alimentares, que ocorrem apo´s a ingesta˜o de
enterotoxinas (Bianchi et al., 2014). Os alimentos normalmente envolvidos nos surtos alimen-
tares causados por S. aureus incluem os queijo (20%), seguido de refeic¸o˜es mistas ou ”buffet”
(15,9%), carne de frango e seus produtos (8,6%), carne de su´ıno e seus produtos (5,7%) (Team
et al., 2013).
A estirpe de L. innocua usada neste trabalho encontrava-se armazenada no congelador a`
-80 ºC com 20% de glicerol. O processo de reativac¸a˜o foi iniciado por cultivo do congelado
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em meio de Tryptic Soy Broth (TSB, Liophilchem) e incubac¸a˜o a` temperatura de 37 ºC, com
agitac¸a˜o a 130 rpm, durante 24h. Apo´s a primeira incubac¸a˜o, retirou-se 500 µL da suspensa˜o
bacteriana para um frasco com 50 mL de TSB. A nova cultura foi incubada nas mesmas
condic¸o˜es. Apo´s a segunda incubac¸a˜o foi feita uma repicagem para meio Tryptic Soy Agar
(TSA, Liophilchem), a fim de se obter colo´nias isoladas. As culturas em meio so´lido foram
conservadas no frio (4 ºC) como culturas-stock e renovadas periodicamente (aproximadamente
de 2 em 2 semanas).
Antes de cada ensaio, foram preparadas culturas frescas a partir das culturas-stock ar-
mazenadas e conservadas no frio 4 ºC. As bacte´rias foram repicadas duas vezes para meio
TSB e incubadas a` temperatura de 37 ºC com agitac¸a˜o de 130 rpm. A primeira repicagem
foi realizada a partir da inoculac¸a˜o de uma colo´nia isolada, da placa de TSA, para um frasco
contendo 50 mL de TSB. Ao fim de 24h, retirou-se 500 µL da cultura e inocolou-se um novo
frasco contendo 50 mL de TSB. Esta cultura tambe´m foi incubada a` 37 ºC com agitac¸a˜o de
130 rpm. Antes da realizac¸a˜o dos ensaios, avaliou-se o crescimento das culturas de trabalho
por medic¸a˜o da (D.O600≈ 0, 8).
2.2.2 Preparac¸a˜o dos biofilmes bacterianos
Para a preparac¸a˜o dos biofilmes, distribuiu-se al´ıquotas de 1 mL de suspensa˜o bacteriana
em microtubos de polipropileno de 2 mL. As culturas foram incubadas a 37 ºC durante
24 horas sem agitac¸a˜o, correspondendo a fase de adesa˜o das ce´lulas livres a`s paredes do
microtubo. Ao fim das 24h removeu-se o meio liquido e lavou-se suavemente o biofilme com 1
mL do tampa˜o fosfato salino [PBS 3,2 g NaCl (Sigma-Aldrich), 0,08 g KCl (Sigma-Aldrich),
0,576 g Na2HPO4 (AppliChem) e 0,096 g KH2PO4 (AppliChem) para 400 mL] a fim de
remover as ce´lulas na˜o-aderentes. Depois da lavagem adicionou-se a cada microtubo 1 mL de
TSB e prosseguiu-se com a incubac¸a˜o dos biofilmes a 37 ºC durante 48 h, para permitir o seu
desenvolvimento (maturac¸a˜o).
2.2.3 Fotossensibilizadores
Para os ensaios de inativac¸a˜o fotodinaˆmica utilizou-se um fotossensibilizador natural, a
curcumina, e uma porfirina tetracatio´nica (Tetra-Py+-Me) como fotossesnsibilizador de re-
fereˆncia cujas estruturas qu´ımica se encontram representadas na Figura 2.1. A soluc¸a˜o-stock
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de 500 µM da porfirina foi preparada em dimetil sulfo´xido (DMSO). Esta porfirina foi sin-
tetizada pelo grupo de Qu´ımica Orgaˆnica do Departamento de Qu´ımica da Universidade de
Aveiro. A curcumina e´ um composto autorizado como aditivo alimentar, da categoria dos in-
tensificadores de cor (E100) (Esatbeyoglu et al., 2012). A soluc¸a˜o-stock de curcumina (1 mM)
foi preparada a partir da curcumina comercial (Alfa Aesar) em acetona. Os frascos com as
soluc¸o˜es-stock foram cobertos com folha de alumı´nio de modo a evitar a fotodegradac¸a˜o. A
soluc¸a˜o-stock de curcumina foi armazenada no frigorifico a 4 ºC de modo a evitar a evaporac¸a˜o
de acetona. Antes de cada ensaio, as soluc¸o˜es-stock foram sonificadas (Silvercrest) durante 30
minutos a fim de desagregar as part´ıculas eventualmente formadas durante o armazenamento.
 
 
 
 
  
Figura 2.1: Estrutura qu´ımica da curcumina e da porfirina tetracatio´nica.
2.2.4 Condic¸o˜es de irradiac¸a˜o e controlos
Para a irradiac¸a˜o das amostras durante os ensaio de inativac¸a˜o fotodinaˆmica foi utilizado
um sistema de iluminac¸a˜o artificial lumacare equipada com uma fibra o´tica de luz azul (300−
400 nm) ou uma fibra o´tica luz branca (400 − 700 nm) para curcumina ou porfirina Tetra-
Py+-Me, respetivamente. Os biofilmes microbianos, bem como as ce´lulas plancto´nicas, foram
irradiados a mesma intensidade de luz (150 mW.cm−2) durante 30 min correspondendo, a
uma dose de total de energia de 270 J.cm−2.
Em cada ensaio foram inclu´ıdos dois controlos. Os controlos claros foram preparados da
mesma forma que os testes, mas sem adic¸a˜o de fotossensibilizador. Os controlos escuros foram
preparados da mesma forma que os testes, mas foram mantidos ao abrigo da luz, protegidos
com folha de alumı´nio, durante o tempo de experieˆncia.
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2.2.5 Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes
Apo´s o per´ıodo de maturac¸a˜o dos biofilmes, o meio l´ıquido que se encontravam nos micro-
tubos foi removido e os biofilmes foram suavemente lavados com 1 mL de PBS para remoc¸a˜o
de ce´lulas livres. A cada microtubo adicionou-se PBS e um volume conveniente de soluc¸a˜o
de PS de modo a atingir a concentrac¸a˜o de trabalho num volume final de 1 mL. As con-
centrac¸o˜es de fotossensibilizador usadas em cada tipo de biofilme encontram-se sumariadas
na tabela 2.1. Apo´s a preparac¸a˜o dos testes (PS + PBS + Luz), controlos claros (PBS +
Luz) e os controlos escuros (PS + PBS), procedeu-se a uma pre´-incubac¸a˜o de 30 minutos no
escuro a 37 ºC, para permitir a adsorc¸a˜o do fotossensibilizador a`s ce´lulas. Apo´s este per´ıodo,
procedeu-se a` irradiac¸a˜o dos testes e dos controlos claros. Para cada um dos ensaios realizados
foram testados quatro tempos de irradiac¸a˜o (T0, T10, T20, T30). Em cada tempo foram re-
colhidas 3 microtubos de cada tratamento experimental (re´plicas). A inativac¸a˜o do biofilme
foi avaliada pela variac¸a˜o de concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis, determinada por sementeira
em meio so´lido. Os microtubos foram sonicados durante 90 seg para dispersa˜o das ce´lulas
aderentes a` superficie interior do microtubo e homogeneizados no vo´rtex durante 1 minuto.
Procedeu-se a` diluic¸a˜o decimal das amostras em PBS e semeou-se por incorporac¸a˜o em TSA
duas re´plicas das diluic¸o˜es adequadas. As culturas foram incubadas a 37 ºC durante 24h e
procedeu-se a` contagem de colo´nias nas diluic¸o˜es mais convenientes. O teor de ce´lulas via´veis
nas suspenso˜es obtidas a partir dos biofilmes foi calculado a partir de me´dia das contagens
de colo´nias nas re´plicas, corrigida para o fator de diluic¸a˜o. O fator de inativac¸a˜o para cada
condic¸a˜o experimental foi calculado como a diferenc¸a entre o logaritmo de concentrac¸a˜o inicial
de ce´lulas via´veis e a concentrac¸a˜o no final da irradiac¸a˜o. Para cada condic¸a˜o experimental
foram realizadas 3 ensaios independentes, salvo indicado na secc¸a˜o de resultados.
Tabela 2.1: Bacte´rias, fotossensibilizadores e concentrac¸o˜es usados nos ensaios de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica de biofilmes.
Bacte´ria Curcumina Tetra-Py+-Me
L. innocua 200 µM
10 µM
20 µM
S. aureus 100 µM 5 µM
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2.2.6 Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de ce´lulas plancto´nicas
A partir das culturas frescas em TSB, foram preparadas diluic¸o˜es 1:10 em PBS. Aliquotas
de 10 mL de suspensa˜o de ce´lulas foram distribu´ıdas em goble´s aos quais se adicionou o volume
de soluc¸a˜o-stock de fotossensibilizador necessa´rio para obter as concentrac¸o˜es de trabalho que
esta˜o resumidas na tabela 2.2. Apo´s 0, 10, 20 e 30 min de irradiac¸a˜o, recolheu-se al´ıquotas
de 1 mL para determinac¸a˜o de concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis na suspensa˜o. Apo´s a diluic¸a˜o
decimal em se´rie em PBS, procedeu-se a` sementeira e contagem de colo´nias apo´s incubac¸a˜o,
tal como descrito para os ensaios com biofilmes. Cada condic¸a˜o experimental foi testada em
3 ensaios independentes, salvo indicado na secc¸a˜o de resultados.
Tabela 2.2: Bacte´rias, fotossensibilizadores e concentrac¸o˜es usados nos ensaios de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica de ce´lulas plancto´nicas.
Bacte´ria Curcumina Tetra-Py+-Me
L. innocua 100 µM 1 µM
S. aureus 100 µM
1 µM
5 µM
2.2.7 Ana´lise estat´ıstica
A ana´lise estat´ıstica foi feita com o programa Rstudio 3.3.2. Para avaliar a significaˆncia
das diferenc¸as entre condic¸o˜es testadas foi aplicado o teste ANOVA. Um valor de p < 0, 05
foi considerado significativo.
2.3 Resultados
2.3.1 Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes microbianos
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes com os fotossensibilizadores curcumina e porfirina
Tetra-Py+-Me foi avaliada de forma direta atrave´s da reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de ce´lulas
via´veis durante a irradiac¸a˜o. Nos ensaios com curcumina Figura 2.2 verificou-se que a reduc¸a˜o
ma´xima foi registada em biofilmes de L. innocua 3, 4 Log, na presenc¸a de 200 µM de cur-
cumina e com uma dose de luz de 270 J.cm−2, correspondente a 30 min de irradiac¸a˜o. A
variac¸a˜o da concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis nos controlos claros indica que a luz na˜o afetou
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diretamente a viabilidade das ce´lulas nos biofilmes de L. innocua. No entanto, a exposic¸a˜o ao
PS no escuro, causou uma reduc¸a˜o de 1, 2 Log. Em biofilmes de S. aureus testou-se apenas
a concentrac¸a˜o de 100 µM de curcumina e a concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis foi determinada
apenas no in´ıcio e no fim de experieˆncia. Verificou-se uma reduc¸a˜o de 0, 6 Log apenas nos
testes irradiados na presenc¸a do PS, sendo a diferenc¸a entre os controlos e o teste na˜o signi-
ficativa (p > 0.05, ANOV A). Nos controlos claro e escuro na˜o houve inativac¸a˜o das ce´lulas
dos biofilmes. A porfirina tetracatio´nica Tetra-Py+-Me, testada como fotossensibilizador de
refereˆncia, causou uma reduc¸a˜o ma´xima de 2, 1 Log e 2, 2 Log em biofilmes de L. innocua,
expostos a 10 µM e 20 µM de PS, respetivamente e irradiados com uma dose de luz cor-
respondente a 270 J.cm−2 Figura 2.3. Em biofilmes de S. aureus obteve-se uma reduc¸a˜o de
2, 1 Log com uma concentrac¸a˜o de 5.0 µM de porfirina e uma dose de luz de 270 J.cm−2. Nos
ensaios de fotossensibilizac¸a˜o de biofilmes com a porfirina, na˜o houve reduc¸a˜o de concentrac¸a˜o
de ce´lulas via´veis nos controles.
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Figura 2.2: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes de Listeria innocua 200 µM (A) e Staphy-
lococcus aureus 100 µM (B) com curcumina e irradiac¸a˜o com luz azul (150 mWcm−2). As
barras de erro representam o desvio padra˜o correspondente a 3 ensaios independentes.
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Figura 2.3: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de biofilmes de Listeria innocua 10 e 20 µM (A) e
Staphylococcus aureus 5 µM (B) com a porfirina Tetra-Py+-Me e irradiac¸a˜o com luz branca
(150 mWcm−2). As barras de erro representam o desvio padra˜o correspondem a 3 ensaios
independentes. No gra´fico B as barras de erro correspondem a`s re´plicas anal´ıticas de um so´
ensaio.
2.3.2 Inativac¸a˜o fotodinaˆmica das ce´lulas plancto´nicas
A inativac¸a˜o das ce´lulas plancto´nicas com a curcumina e com a porfirina Tetra-Py+-
Me foi avaliada pela reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis durante a irradiac¸a˜o. Nos
ensaios de inativac¸a˜o das ce´lulas plancto´nicas de L. innocua e S. aureus com curcumina a
reduc¸a˜o ma´xima foi registada ao fim dos 30 minutos e correspondem a 8,3 Log e 3,2 Log,
respetivamente Figura 2.4.
A porfirina Tetra-Py+-Me utilizada como fotossensibilizador de refereˆncia causou uma
reduc¸a˜o significativa de 8,7 Log nas ce´lulas plancto´nicas de L. innocua, com uma concentrac¸a˜o
de 1 µM e uma dose de luz de 270 J.cm−2 Figura 2.5. Nas ce´lulas livres de S. aureus
obteve-se uma reduc¸a˜o significativa de 5, 8 Log e 6, 0 Log (p < 0.05, ANOV A), expostos a
uma concentrac¸a˜o de 1.0 µM e 5.0 µM , respetivamente, submetidas a uma dose de luz de
270 J.cm−2.
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Figura 2.4: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de celulas livres de Listeria innocua 100 µM (A) e
Staphylococcus aureus 100 µM (B) com curcumina e irradiac¸a˜o com luz azul (150 mWcm−2).
As barras de erro representam o desvio padra˜o correspondente a 3 ensaios independentes.
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Figura 2.5: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de celulas livres de Listeria innocua 1 µM (A) e Staphy-
lococcus aureus 1 e 5 µM (B) com Tetra-Py+-Me e irradiac¸a˜o com luz branca (300−700 nm)
(150 mWcm−2). As barras de erro representam o desvio padra˜o correspondente a 3 ensaios
independentes.
2.4 Discussa˜o e conclusa˜o
Com este estudo foi poss´ıvel avaliar a inativac¸a˜o fotodinaˆmica dos biofilmes de Listeria
innocua e Staphylococcus aureus e das respetivas formas plancto´nicas com o fotossensibiliza-
dor natural curcumina e com a porfirina Tetra-Py+-Me, usada como fotossensibilizador de
refereˆncia. Os PS usados neste estudo mostraram na˜o ser to´xicos na auseˆncia da luz, ja´ que
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a concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis nos controles escuro na˜o variou significativamente, relati-
vamente a`s concentrac¸o˜es iniciais. Isto confirma que a inativac¸a˜o foi causada apenas pelo
efeito fotodinaˆmico do PS em combinac¸a˜o com a luz e que, tal como amplamente documen-
tado para PS do grupo das porfirinas, na˜o ha´ toxicidade no escuro (Zhang et al., 2016). No
entanto, a concentrac¸a˜o de 200 µM de curcumina causou uma pequena reduc¸a˜o de concen-
trac¸a˜o de ce´lulas via´veis de L. innocua no controle escuro o que indica um efeito inibito´rio
independente da luz. Em ensaios realizados em paralelo com o presente estudo, verificou-se
que a concentrac¸a˜o de 200 µM de curcumina causava inativac¸a˜o no escuro em suspenso˜es de
Pseudomonas aeruginosa, ainda com que concentrac¸o˜es mais baixas (e.g 100 µM) na˜o tivesse
havido inativac¸a˜o na presenc¸a da luz (resultados na˜o mostrados). A curcumina tem sido as-
sociada a diversos efeitos biolo´gicos e e´ considerada como antisse´tico contra diversos ge´neros
de bacte´rias, quando aplicada em concentrac¸o˜es que variam entre 43 a` 493 µM (Gunes et al.,
2014). Este efeito antisse´ptico tambe´m demonstrada em Staphylococcus aureus sens´ıvel a`
meticilino (MSSA), S. aureus resistente a` meticilino (MRSA), Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Gunes et al.,
2014).
A curcumina na concentrac¸a˜o testada (200 µM)foi mais eficiente do que a porfirina Tetra-
Py+-Me na inativac¸a˜o dos biofilmes de L. innocua causando uma reduc¸a˜o de 3, 4 Log contra
os 2, 1 Log obtidos com a porfirina embora seja necessa´rio uma maior concentrac¸a˜o de cur-
cumina do que a porfirina. No entanto, com a porfirina na˜o se verificou uma relac¸a˜o linear
entre a concentrac¸a˜o de porfirina e o fator de inativac¸a˜o. Quando se testou as concentrac¸o˜es
de 10 µM e 20 µM , na˜o houve variac¸a˜o significativa do fator de inativac¸a˜o o que parece
indicar que nem aumentando a concentrac¸a˜o de porfirina para um valor equivalente a` concen-
trac¸a˜o de curcumina, na˜o se obteria melhores resultados. Esta diferenc¸a de eficieˆncia pode
estar relacionada com a afinidade do fotossensibilizador para as ce´lulas de biofilmes ou para
os constituintes da matriz, solubilidade e tambe´m com o tipo de mecanismo de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica. O mecanismo de inativac¸a˜o das porfirinas e´ tipicamente do tipo II, mediado
pelo oxige´nio singleto. Este tem um tempo de semi-vida muito curta e e´ facilmente capturado
pelos compostos da matriz extracelular antes que possa atingir os alvos celulares (Rosa and
Crutchley, 2002).
A curcumina e´ considerada um fotossensibilizador do tipo I, cujo mecanismo de ac¸a˜o en-
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volve espe´cies reativas de oxige´nio, que teˆm um tempo de vida mais longo e mais facilmente
atingem os alvos celulares (Priyadarsini, 2014).
A porfirina usada foi mais eficiente do que com curcumina na inativac¸a˜o de biofilmes de
S. aureus, causando uma reduc¸a˜o de 2,1 Log contra os 0,6 Log de inativac¸a˜o com curcumina.
Este resultado contradito´rio, que se observou com biofilmes de L. innocua, pode estar relaci-
onada com as diferenc¸as na composic¸a˜o qu´ımica da matriz polime´rica extracelular. S. aureus
produz o polissacar´ıdeo poly–β 1,6–N–acetyl–D–glucosamine (PNAG) que funciona como
uma adesina e que na˜o ocorre em biofilmes de Listeria (Schilcher et al., 2016). S. aureus
produz tambe´m o a´cido teico´ico que na˜o faz parte da composic¸a˜o da matriz de L. innocua
(Izano et al., 2008; Silva and De Martinis, 2013). Um outro determinante de eficieˆncia de
fotossensibilizac¸a˜o e´ a afinidade do PS em relac¸a˜o a`s ce´lulas alvo. Neste estudo, na˜o foi feita
a quantificac¸a˜o do PS efetivamente ligado a`s ce´lulas pelo que na˜o e´ poss´ıvel concluir sobre
este aspeto (George et al., 2009).
Os biofilmes de L. innocua e de S. aureus foram menos suscet´ıveis aos ensaios de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica as formas plancto´nicas correspondentes para ambos os fotossensibilizadores tes-
tado. Tal como esta´ dito na introduc¸a˜o os biofilmes sa˜o mais resistentes as suas formas
plancto´nicas, sendo a presenc¸a da matriz polime´rica extracelular que atua como uma barreira
para a difusa˜o de mole´culas impedindo a penetrac¸a˜o do PS para as ce´lulas bacterianas e´ uma
das razo˜es para a sua resisteˆncia intr´ınseca (Simo˜es et al., 2010). No entanto, suspenso˜es de
Streptococcus mutans e os biofilmes correspondentes mostraram suscetibilidade a` inativac¸a˜o
fotodinaˆmica com curcumina ativada com luz azul. Os fatores de inativac¸a˜o com uma dose de
luz de 54 J · cm–2 foram de 2 Log em ce´lulas livres, com uma concentrac¸a˜o de 2 µM mas de
menos de 1 Log em biofilmes, mesmo que com uma concentrac¸a˜o de PS muito mais elevada
(60 µM) (Manoil et al., 2014). Neste trabalho optou-se por trabalhar com duas bacte´rias de
Gram positivo, uma vez que as bacte´rias de Gram negativo sa˜o normalmente menos sens´ıveis
a` inativac¸a˜o fotodinaˆmica. Va´rios trabalhos tem demonstrado a eficieˆncia do PS curcumina
na inativac¸a˜o das bacte´rias de Gram positivo. Winter et al., 2010, avaliaram a aplicabilidade
de um pol´ımero combinada com curcumina, nomeadamente a curcumina-polivinilpirrolidona
(PVP-C) na inativac¸a˜o das bacte´rias de Gram positivo (S. aureus) e bacte´rias de Gram ne-
gativo (Escherichia coli). Uma concentrac¸a˜o de 50 µM de PVP-C, e uma dose de luz de
33.8 J.cm−2 reduziu 8 Log e 3 Log de S. aureus e E. coli, respetivamente (Winter et al.,
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2013). Tal como com outros PS, as bacte´rias de Gram negativo foram menos suscet´ıveis
a` PDI com curcumina do que as bacte´rias de Gram positivo. Experieˆncia de Streptococcus
mutans com curcumina revelaram que concentrac¸o˜es de 66, 3 µM a 26 µM ativados com luz
azul (24a72J.cm2) causaram reduc¸o˜es de ate´ 70% na concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis (Tonon
et al., 2015).
A curcumina apresenta apresenta a vantagem de ser um fotossensibilizador muito pequeno
(peso molecular de 368 g.mol−1), tem a capacidade de produzir espe´cies reativas de oxige´nio,
na˜o e´ to´xica e apresenta execelente compatibilidade com os alimentos, foi aprovado como
sendo um aditivo alimentar (E100). No entanto, apresenta a desvantagem de ser pouco efi-
ciente em bacte´rias de Gram negativo e que e´ o tipo a que pertencem muitos patoge´nicos
alimentares (e.g. Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter). A curcumina mostrou ser
tambe´m pouco eficiente na inativac¸a˜o de biofilmes instalados, devendo por isso ser usada
mais com cara´cter preventivo, de reduc¸a˜o de carga microbiana de modo a diminuir ou atrasar
a constituic¸a˜o de biofilmes. Apresenta pore´m a vantagem de, para concentrac¸o˜es elevadas,
haver um efeito antisse´tico associado que pode ser interessante para o combate de bacte´rias
de Gram negativo.
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Cap´ıtulo 3
Formulac¸a˜o semi-so´lida de um
fotossensibilizador para aplicac¸a˜o
to´pica
Resumo
O desenvolvimento de fa´rmacos fotossensibilizadores compat´ıveis com a aplicac¸a˜o to´pica
para a inativac¸a˜o de bacte´rias patoge´nicas representa um desafio em termos de baixa so-
lubilidade dos fotossensibilizadores e deve satisfazer o requisito da biocompatibilidade do
excipiente. O objetivo deste trabalho foi avaliac¸a˜o da eficieˆncia de um creme contendo como
fotossensibilizador porfirina tetracatio´nica Tetra-Py+-Me. A eficieˆncia de inativac¸a˜o foi tes-
tada sobre Staphylococcus aureus sens´ıveis a` meticilino (MSSA) e Staphylococcus aureus re-
sistente a` meticilino (MRSA), como modelos de bacte´rias de Gram positivo e em Escherichia
coli, como modelo de bacte´ria de Gram negativo. O creme fotodinaˆmico colocado em con-
tacto direto com as suspenso˜es de MSSA na˜o causou inativac¸a˜o significativa. No entanto,
quando o creme foi dilu´ıdo de modo a torna´-lo mais fluido, obteve-se inativac¸a˜o completa das
suspenso˜es de MSSA e MRSA e uma reduc¸a˜o de 2,6 Log na suspensa˜o de E. coli. O creme
na˜o causou qualquer efeito to´xico sobre as ce´lulas bacterianas, quando aplicado no escuro.
Palavras chave: Creme fotodinaˆmica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Porfirina
tetracatio´nica
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3.1 Introduc¸a˜o
A pele e´ um dos elementos do sistema tegumentar, cuja func¸a˜o e´ proteger o interior do or-
ganismo relativamente a variac¸o˜es e agresso˜es com origem no meio externo. A pele atua como
uma barreira semipermea´vel de substaˆncias hidrof´ılicas e hidrofo´bicas, e´ a primeira linha de
defesa imunolo´gica contra os microrganismos, e interve´m em func¸o˜es fisiolo´gicas, incluindo o
metabolismo de vitamina D (Anderson, 2014).
A` pele associa-se uma microflora normal comum a maioria dos humanos. A flora nor-
mal da pele conte´m inu´meras bacte´rias, sendo dominada por Staphylococcus e espe´cies de
Corynebacterium, Propinobacterium acnes, Micrococcus, Acinetobacter. Podem ainda ocor-
rer microrganismos caracteristicos de cavidade oral, como espe´cies do ge´nero Streptococcus e
tambe´m parasitas, fungos (Grice and Segre, 2011; Anderson, 2014). Para ale´m de microflora
normal de pele, ocorrem ainda outros microrganismos que na˜o conseguem manter uma colo-
nizac¸a˜o permanente. Como exemplos de bacte´rias constituintes desta microflora transito´ria
podem referir-se Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a` meticilino (MRSA),
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes e algumas espe´cies de Ba-
cillus. E´ importante mencionar que tanto os microrganismos de microflora normal como os de
microflora transito´ria podem em determinadas condic¸o˜es, tornar-se patoge´nicas (Anderson,
2014).
Apesar da pele constituir uma barreira eficaz contra as infec¸o˜es bacterianas, muitas
bacte´rias podem causar infec¸o˜es, sendo Staplylococcus e Streptococcus os ge´neros mais fre-
quentes (Grice et al., 2009). A candid´ıase bocal, e´ um exemplo de infec¸a˜o fu´ngica dos tecidos
moles provocada por Candida sp.. O processo de infec¸a˜o pode iniciar-se a partir de leso˜es, tais
como punc¸o˜es, arranho˜es, queimaduras ou feridas ciru´rgicas (Anderson, 2014). Certas infec¸o˜es
na pele e tecidos moles, provocadas pela deposic¸a˜o e multiplicac¸a˜o de bacte´rias, podem levar
a complicac¸o˜es graves, tais como sepsis. O acne vulgaris e´ um exemplo de infec¸a˜o da pele
causado por Propionibacterium acnes que afeta cerca de 70% dos adolescentes. Considerando
a emergeˆncia de resisteˆncia a antibio´ticos em bacte´rias encontradas na pele, como S. aureus
resistente a` meticilino e a permanente necessidade de encontrar alternativas terapeˆuticas para
o controle de infec¸o˜es a terapia fotodinaˆmica surge como uma alternativa eficiente, de menor
custo, indolor, sem efeitos colaterais que pode reduzir o tempo de reparac¸a˜o e a frequeˆncia
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de reaparecimento das leso˜es to´picas (Marotti et al., 2008). Em dermatologia, esta terapia
fotodinaˆmica e´ ja´ regularmente aplicada no tratamento do cancro da pele na˜o-melanoc´ıtico e
outras doenc¸as inflamato´rias e proliferativas na˜o neopla´sicas como psor´ıase, doenc¸a de Darier,
sarcoidose e necrobiose lipo´ıdica (Torezan et al., 2009). A terapia fotodinaˆmica mostrou ser
uma alternativa via´vel para o tratamento de acne vulgaris. O fotossensibilizador indocianina
verde (ICG) causou uma reduc¸a˜o significativa das leso˜es de acne com reduc¸a˜o significativa do
nu´mero de pa´pulas/pu´stulas ao fim de treˆs sesso˜es de ICG-PDT (Seo et al., 2016). PDT com
azul de metileno lipossomal (LMB 0,1%) foi tambe´m aplicada com sucesso no tratamento de
acne. Os lipossomas aumentam a penetrac¸a˜o do PS na pele, ao diminuir a sua absorc¸a˜o na
circulac¸a˜o siste´mica (Moftah et al., 2016).
O tratamento fotodinaˆmico to´pico consiste em administrar o agente fotossensibilizador
e, apo´s um determinado intervalo de tempo durante o qual o PS se acumula na regia˜o alvo
proceder a` irradiac¸a˜o de lesa˜o com luz vis´ıvel. O fotossensibilizador pode ser administrado
por via intravenosa ou cutaˆnea e o comprimento de onda de luz aplicada deve, tanto quanto
poss´ıvel, coincidir com o ma´ximo de absorc¸a˜o do PS. As reac¸o˜es fotodinaˆmicas restringem-se
ao local onde se concentre o PS e que sa˜o expostas a` luz. A seletividade da PDT e´ produzida
pelo direcionamento preferencial do fotossensibilizante para o tecido alvo e pela habilidade
de se ativar o fotossensibilizador por iluminac¸a˜o no s´ıtio espec´ıfico da lesa˜o (Bechet et al.,
2008). Entre os fotossensibilizadores frequentemente usados no tratamento to´pico encontra-se
o a´cido 5-aminolevul´ınico (ALA) e seu derivado lipof´ılico, o metil-aminolevulinato (MAL), o
Photodithazine®, um derivado da clorina e6, verde de indocianina® (ICG), o Photofrin®, e
o Visudyne®, uma benzoclorina. Fungos dermato´fitos e leveduras em leso˜es interdigitais dos
pe´s podem ser fotossensibilizados apo´s a aplicac¸a˜o to´pica de ALA. ALA (25%) incorporado
no creme Eucerin®. O ALA-PDT teve bons efeitos terapeˆuticos na micose interdigital dos
pe´s, mas as recidivas foram ra´pidas (Calzavara-Pinton et al., 2004). A combinac¸a˜o da terapia
com ALA e antibio´ticos foi eficaz no tratamento de mu´ltiplos obscessos na pele causados
por Micobacterium fortuitum (Gong et al.). O PS Photodithazine® (PDZ) tem revelado
efica´cia no tratamento de candid´ıase em ratinhos (Carmello et al., 2016). O efeito de PDZ
foi avaliado com no tratamento fotodinaˆmico da candid´ıase oral. Induziram candid´ıase oral
em murinos, estes foram sujeitos a cinco dias de tratamentos consecutivos com nistatina e
com tratamento fotodinaˆmico utilizando o PS Photodithazine® (PDZ). Nos animais trata-
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dos com PDZ houve remissa˜o completa das leso˜es orais enquanto que os que foram tratados
com nistatina apresentaram uma remissa˜o parcial das leso˜es orais (Carmello et al., 2016).
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica com Photofrin® e´ eficaz na inativac¸a˜o de biofilmes e de ce´lulas
plancto´nicas Moraxella catarrhalis, agente causador de otite me´dia. Obteve-se uma reduc¸a˜o
de (5− 6 Log) das ce´lulas plancto´nicas e uma reduc¸a˜o de (3− 4 Log) das ce´lulas organizadas
em biofilmes (Luke-Marshall et al., 2014).
As vias de administrac¸a˜o do PS atrave´s da sua incorporac¸a˜o em preparados farmacolo´gicos,
devem assegurar uma boa solubilizac¸a˜o e o eficiente contacto do PS com os microrganismos
alvo. Quando se pretende uma aplicac¸a˜o to´pica sobre a pele ou unhas, podem ser usadas
formulac¸o˜es em pastas, cremes, ge´is ou unguentos (Gonza´lez-Delgado et al., 2016). Estes
preparados permitem restringir a a´rea de aplicac¸a˜o, sa˜o esta´veis e asseguram o contacto de
pele durante o tratamento e sa˜o facilmente removidos apo´s o tratamento. As formulac¸o˜es se-
miso´lidos devem preservar a forma e a estrutura do PS. Pore´m durante o desenvolvimento des-
tas formulac¸o˜es surgem dificuldades com a baixa solubilidade do PS em a´gua,a sua agregac¸a˜o
em sistemas aquosos, a toxicidade no escuro ou os danos produzidos em tecidos circundantes
(Gonza´lez-Delgado et al., 2016).
O objetivo deste trabalho foi a avaliac¸a˜o da eficieˆncia de creme fotodinaˆmico contendo
a porfirina tetracatio´nica Tetra-Py+-Me, na inativac¸a˜o de treˆs bacte´rias frequentemente re-
lacionadas com infec¸o˜es de pele ou feridas nomeadamente Staphylococcus aureus sens´ıveis a`
meticilino (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a` meticilino (MRSA) e Escherichia coli.
3.2 Materiais e me´todos
3.2.1 Microrganismos e condic¸o˜es de crescimento
Para as experieˆncias de inativac¸a˜o fotodinaˆmica com o creme Tetra-Py+-Me, utilizou-se
duas estirpes de Staphylococcus aureus, uma delas sens´ıvel a` meticilino (ATCC® 29213) e
resistente (MRSA) e como modelo de bacte´rias de gram negativo utilizou-se Escherichia coli
ATCC® 25922 (E. coli ATCC® 25922). A estirpe de S.aureus MRSA foi cedida pela colec¸a˜o
de culturas do Laborato´rio de Microbiologia Aplicada do Departamento de Biologia.
Antes de cada ensaio foram preparadas culturas frescas de cada uma das bacte´rias a partir
de colo´nias isoladas em meio Tryptic Soy Agar (TSA, Liophilchem) armazenados no frigor´ıfico
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a` 4 ºC por per´ıodos na˜o superiores a 1 meˆs. Para obtenc¸a˜o das culturas l´ıquidas, colo´nias
isoladas foram transferidas para frascos com 50 mL de Tryptic Soy Broth (TSB, Liophilchem).
Apo´s a incubac¸a˜o a 37 ºC com agitac¸a˜o de 130 rpm durante 24h, retirou-se 500 µL desta
cultura para um novo frasco contendo 50 mL de TSB. A nova cultura tambe´m foi incubada
a` 37 ºC com agitac¸a˜o de 130 rpm durante 18-24h.
3.2.2 Formulac¸a˜o semi-so´lida
O creme Tetra-Py+-Me foi sintetizado pelo investigador Jose´ Delgado da empresa Inova-
potek. Como PS foi usada a porfirina tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1-metilpiridinio-4-
il)porfirina (Tetra-Py+-Me) cuja estrutura qu´ımica se encontra representada na Figura 3.1,
uma vez que e´ um PS amplamente testado em bacte´rias, fungos e v´ırus (Wilkinson et al., 1995;
Beira˜o et al., 2014; Jori, 2006). A composic¸a˜o do creme inclui Carbopol® 940 (0.5%, w/w),
a´gua ultra-pura, porfirina Tetra-Py+-Me, etanol, propilenoglicol, trietanolamina 99.6%.
O creme com Tetra-Py+-Me foi inicialmente produzido com concentrac¸a˜o de 25 µM de
PS. Posteriormente foi produzido com concentrac¸a˜o [1 mM ] de porfirina a fim de se obter
uma maior inativac¸a˜o das bacte´rias em estudo. A soluc¸a˜o stock de trabalho desta porfirina
foi preparada em a´gua numa concentrac¸a˜o 100 µM e fornecida pela Inovapotek atrave´s do
investigador Jose´ Delgado.
 
 
 
 
  
Figura 3.1: Estrutura qu´ımica da porfirina Tetra-Py+-Me.
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3.2.3 Condic¸o˜es de irradiac¸a˜o
Nos ensaios de inativac¸a˜o utilizou-se o sistema de iluminac¸a˜o artificial Lumacare equipado
com uma fibra o´tica de luz branca (400−700 nm) e uma luz de intensidade de 150 mW.cm−2
aplicada durante 60 min, correspondendo a uma dose total de energia de 540 J.cm−2.
3.2.4 Ensaios de inativac¸a˜o fotodinaˆmica com cremes
As culturas bacterianas frescas preparadas em TSB (D.O ≈ 0, 8), foram dilu´ıdas de 1:10
em tampa˜o fosfato salino [PBS, 3,2 g NaCl (Sigma-Aldrich), 0,08 g KCl (Sigma-Aldrich),
0,576 g Na2HPO4 (AppliChem) e 0,096 g KH2PO4 (AppliChem) para 400 mL]. Os primeiros
ensaios com o creme Tetra-Py+-Me contendo uma concentrac¸a˜o de 25 µM foram realizados
em apenas MSSA. Al´ıquotas de 100 µL de creme Tetra-Py+-Me ou creme sem PS (controlo
negativo) foram distribuidas em microtubos esterelizados. Os microtubos foram sujeitos a
uma curta centrifugac¸a˜o (30”, 14 rpm) de modo a que todo o creme preenchesse o fundo
do microtubo. Sobre a superf´ıcie do creme, em cada microtubo, colocou-se uma al´ıquota de
100 µL de suspensa˜o de ce´lulas. Os microtubos foram incubadas no escuro, a 37 ºC durante
60 min para adsorc¸a˜o do PS a`s ce´lulas. De seguida, procedeu-se a` irradiac¸a˜o de modo a que
a luz atingisse a superf´ıcie do l´ıquido sobre o creme. Foram preparadas 3 re´plicas para cada
condic¸a˜o experimental. No final do per´ıodo de irradiac¸a˜o, adicionou-se a cada microtubo
800 µL de PBS e agitou-se a mistura no vo´rtex. A partir destas amostras foram preparadas
diluic¸o˜es decimais em PBS e procedeu-se a` sementeira por incorporac¸a˜o em meio de TSA,
das va´rias diluic¸o˜es para determinac¸a˜o de concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis. Foram semeadas 2
re´plicas de cada diluic¸a˜o. Apo´s 24h de incubac¸a˜o a 37 ºC, procedeu-se a` contagem de colo´nias
na diluic¸a˜o mais adequada. A concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis (UFC. mL–1) foi calculada a
partir de me´dia das contagens de colo´nias das re´plicas, corrigida para o fator de diluic¸a˜o.
Nos ensaios subsequentes, foi usado um creme Tetra-Py+-Me com 1 mM de PS. Nestes
ensaios, o creme foi dilu´ıdo com PBS de modo a reduzir a viscosidade e facilitar o contacto
com as ce´lulas bacterianas em suspensa˜o. Para obter as diluic¸o˜es de trabalho, adicionou-se
aos microtubos diferentes volumes de creme e PBS, de acordo com a tabela 3.1.
As concentrac¸o˜es de 20, 50 e 80 µM de PS foram testadas em S. aureus MSSA. Em S.
aureus MRSA e E. coli foram testadas apenas as concentrac¸a˜o de 50 µM e 100 µM de PS
respetivamente. Imediatamente apo´s a mistura do creme Tetra-Py+-Me com a suspensa˜o de
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Tabela 3.1: Diluic¸o˜es do creme Tetra-Py+-Me (1 mM)
Concentrac¸a˜o de PS
(µM)
Creme Tetra–Py+ –Me
(µL)
PBS (µL)
Suspensa˜o
bacteriana (µL)
100 100 600 300
80 80 620 300
50 50 650 300
20 20 680 300
ce´lulas e o PBS, os microtubos foram agitados no vo´rtex durante 30 seg e incubados no escuro
durante 60 min. A irradiac¸a˜o foi conduzida tal como descrito para os primeiros ensaios. No
final de irradiac¸a˜o, o conteu´do dos microtubos foi homogeneizado no vo´rtex. Procedeu-se
a` diluic¸a˜o decimal em PBS e a` sementeira em TSA, para determinac¸a˜o de concentrac¸a˜o de
ce´lulas via´veis, tal como descrito para os primeiros ensaios.
Para cada ensaio foram inclu´ıdos dois controlos: controlo claro e controlo escuro. Os
controlos claros foram preparados da mesma forma que as amostras, mas sem adic¸a˜o de PS.
Os controlos escuros tambe´m foram preparados da mesma forma que as amostras mas foram
mantidos ao abrigo da luz, protegidos com papel de alumı´nio. Foram realizadas 2 ensaios
independentes para cada condic¸a˜o experimental.
3.2.5 Ana´lise estat´ıstica
A ana´lise estat´ıstica foi feita com o programa Rstudio 3.3.2. Para avaliar a significaˆncia das
diferenc¸as entre condic¸o˜es testadas foi aplicado o tratamento ANOVA. Um valor de p < 0, 05
foi considerado significativo.
3.3 Resultados
A inativac¸a˜o das ce´lulas livres de S. aureus, MRSA e E. coli com o creme Tetra-Py+-
Me e com a porfirina na forma dissolvida foi avaliada atrave´s da contagem das unidades
formadoras de colo´nias (UFC. mL−1) antes e depois da irradiac¸a˜o. Nos ensaios de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica com o creme Tetra-Py+-Me [25 µM ] na˜o se verificou uma reduc¸a˜o significativa
do nu´mero de ce´lulas via´veis de S. aureus Figura 3.2.
Nos ensaios com o creme Tetra-Py+-Me [1 mM ], obteve-se uma reduc¸a˜o de 4,8 Log na
concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis de S. aureus (MSSA) na condic¸a˜o experimental correspondente
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Figura 3.2: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de ce´lulas livres de Staphylococcus aureus (MSSA) com
creme Tetra-Py+-Me [25 µM ] com irradiac¸a˜o durante 60 min com a luz branca numa inten-
sidade de 150 mW. cm−2 (540 j. cm−2).
a uma concentrac¸a˜o efetiva de PS de 20 µM . Com as concentrac¸o˜es de 50 µM e 80 µM , a
inativac¸a˜o total (7,7 Log) nas duas concentrac¸o˜es. Uma vez que o maior fator de inativac¸a˜o foi
obtido com uma concentrac¸a˜o efetiva de PS de 50 µM , foi realizado mais 1 ensaio independente
para esta condic¸a˜o, nas quais se incluiu efetivas controlos. Estes resultados de inativac¸a˜o das
diferentes diluic¸o˜es do creme Tetra-Py+-Me Figura 3.3.
O creme Tetra-Py+-Me na concentrac¸a˜o efetiva de 50 µM causou inativac¸a˜o total (8,0
Log) da suspensa˜o de MRSA Figura 3.4), fim dos 60 min de irradiac¸a˜o.
Para inativac¸a˜o de E. coli utilizou-se o creme Tetra-Py+-Me 1 mM numa concentrac¸a˜o
efetiva de 100 µM por se tratar de uma bacte´ria de Gram negativo normalmente menos
suscet´ıvel a` PDI. A reduc¸a˜o de nu´mero de ce´lulas via´veis foi de 2,6 Log Figura 3.5.
Para verificar a ocorreˆncia da perda de eficieˆncia da porfirina Tetra-Py+-Me quando incor-
porado no creme, testou-se o seu efeito em soluc¸a˜o, na˜o incorporada no creme na inativac¸a˜o
das ce´lulas livres de MSSA. Com uma concentrac¸a˜o de 10 µM de PS, houve uma reduc¸a˜o de
8,3 Log na concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis Figura 3.6.
48
 0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0 60
L
o
g
1
0
U
F
C
 m
L
-1
Tempo de irradiação (min)
Controlo Claro Controlo Escuro Amostra [20 µM]
Amostra [50 µM] Amostra [80 µM]
* *
Figura 3.3: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de ce´lulas livres de S. aureus MSSA com creme Tetra-
Py+-Me 1 mM nas concentrac¸o˜es de 20 µM , 50 µM e 80 µM com irradiac¸a˜o durante 60
min com a luz branca de intensidade de 150 mW. cm−2 (540 J. cm−2). Estes resultados
correspondem a 1 ensaio para as concentrac¸o˜es de 20 µM e 80 µM , e a 2 ensaios de 50 µM
e controlos. (∗) Abaixo do limite de quantificac¸a˜o.
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Figura 3.4: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de ce´lulas livres de MRSA com o creme Tetra-Py+-Me
50 µM , com irradiac¸a˜o durante 60 min com a luz branca numa intensidade de 150 mW. cm−2
(540 J. cm−2). (∗) Abaixo do limite de quantificac¸a˜o.
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Figura 3.5: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de E. coli com o creme Tetra-Py+-Me 100 µM , com irra-
diac¸a˜o durante 60 min, com a luz branca numa intensidade de 150 mW. cm−2 (540 J. cm−2).
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Figura 3.6: Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de S. aureus MSSA com a porfirina Tetra-Py+-Me,
10 µM , com irradic¸a˜o durante 60 min com a luz branca numa intensidade de 150 mW. cm−2
(540 J. cm−2). (∗) Abaixo do limite de quantificac¸a˜o.
3.4 Discussa˜o e conclusa˜o
A incorporac¸a˜o de uma porfirina catio´nica numa matriz semi-so´lida permitiu obter um
creme fotossensibilizador que foi testado sobre bacte´rias de Gram positivo e de Gram nega-
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tivo. O creme Tetra-Py+-Me em combinac¸a˜o com a luz branca causou inativac¸a˜o tanto em
bacte´rias de Gram positvo como em bacte´rias de Gram negativo.
A porfirina Tetra-Py+-Me em soluc¸a˜o tem sido usada com sucesso na inativac¸a˜o de
bacte´rias de Gram positivo, bacte´rias de Gram negativo, biofilmes, leveduras e fungos, devido
ao seu cara´ter catio´nico e excelentes propriedades f´ısico-qu´ımicas tais como, elevada solubi-
lidade em a´gua e elevado rendimento quaˆntico do oxige´nio singleto (Wilkinson et al., 1995;
Jori, 2006). Infelizmente, este me´todo terapeˆutico na˜o e´ altamente seletivo e a fotossensibili-
dade pode ocorrer por acumulac¸a˜o de PS em ce´lulas na˜o-alvo (Hora Machado, 2000). Sendo
assim o desenvolvimento de formulac¸o˜es semi-so´lidas to´picas permite aumentar a seletividade
e assegurar o melhor contacto com os microrganismos da pele durante o tratamento.
Nos ensaios com o creme 25 µM , a elevada viscosidade da matriz semi-so´lida pode ter
reduzido a eficieˆncia do contacto com as ce´lulas bacterianas. A viscosidade pode dificultar
a libertac¸a˜o do PS e a gerac¸a˜o do oxige´nio singleto o que explica a perda de eficieˆncia do
PS incorporado na matriz semi-so´lida. O tempo de vida do oxige´nio singleto e das outras
espe´cies reativas de oxige´nio (ROS) e´ muito curto podendo variar de monosegundos ate´ mi-
lisegundos, pelo que e´ muito importante que o oxige´nio singleto seja gerado junto aos alvos
celulares que sa˜o sobretudo, a parede celular e a membrana celular (Ronsein et al., 2006). A
adesa˜o espec´ıfica e adequada do PS a estas estruturas normalmente e´ considerada suficiente
para destruic¸a˜o da ce´lula alvo (Pereira et al., 2014). Chen et al., desenvolveram um hidrogel
de quitosano contendo metilcelulose hidroxipropil (HPMC), quitosano e azul de toluidina O
(TBO) para melhorar a efica´cia bactericida para aplicac¸a˜o to´pica. A efica´cia da inativac¸a˜o
fotodinaˆmica do hidrogel foi examinada in vitro, contra os biofilmes de S. aureus e P. aeru-
ginosa. O hidrogel com 20 µM de TBO causou uma reduc¸a˜o de 1 Log da concentrac¸a˜o de
ce´lulas via´veis de S. aureus, enquanto que o hidrogel contento a mistura de TBO e quitosano
causou uma reduc¸a˜o de 3,5 Log do nu´mero das ce´lulas via´veis de S. aureus. Observou-se
tambe´m uma diminuic¸a˜o significativa (p < 0, 05) na efica´cia PDI quando a concentrac¸a˜o de
HPMC aumentou de 1% (w/w) ou acima, pois quanto maior for a concentrac¸a˜o de HPMC
maior e´ a viscosidade de hidrogel e este aumento de viscosidade pode dificultar a libertac¸a˜o
do TBO e diminuir a efica´cia da inativac¸a˜o fotodinaˆmica do hidrogel (Chen et al., 2015). A
inativac¸a˜o de P. aeruginosa foi menor que os resultados de inativac¸a˜o fotodinaˆmica de S.
aureus devido a camada de lipopolissacar´ıdeos que e´ o principal constituinte da membrana
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de P. aeroginosa (Chen et al., 2015).
As bacte´rias de Gram negativo apresentaram uma maior resisteˆncia face as bacte´rias de
Gram positivo, isto deve-se as diferenc¸as existentes na estrutura externa das bacte´rias. As
bacte´rias de Gram positivo teˆm uma densa camada de peptidoglicano, composto por va´rias
camadas individuais e homoge´neas de peptidoglicano que envolvem a membrana celular, as
bacte´rias de Gram negativo teˆm apenas uma fina camada de peptidoglicano a` volta da mem-
brana celular que e´ depois envolvida por uma membrana externa adicional, com uma estrutura
lip´ıdica (Jori, 2006).
Com a porfirina na sua forma dissolvida a reduc¸a˜o na concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis foi
de 8,0 Log com apenas 10 µM de porfirina, com a porfirina incorporada na matriz semi-so´lida,
com 25 µM houve uma reduc¸a˜o de apenas 0,7 Log. Contudo essa perda de eficieˆncia pode
ser compensada aumentando a concentrac¸a˜o do PS e a dose de energia. Assim com creme
Tetra-Py+-Me numa concentrac¸a˜o de 50 µM e 100 µM ja´ se conseguiu uma reduc¸a˜o de 8,0
Log e 2,6 Log para as bacte´rias de Gram positivo MSSA e MRSA e de Gram negativo E. coli
respetivamente. Apesar da menor eficieˆncia desta porfirina quando formulada no creme, a
utilizac¸a˜o da porfirina em soluc¸a˜o na˜o e´ muito pra´tica para o tratamento to´pico uma vez que
e´ mais dif´ıcil assegurar o contacto com a pele durante o tratamento e a soluc¸a˜o e´ considerada
como menos seletiva quando comparada com as matrizes semi-so´lidas.
A aplicabilidade de ge´is-fotodinaˆmico no tratamento de infec¸o˜es bacterianas na pele e´ uma
alternativa eficaz visto que permite a inativac¸a˜o de bacte´rias de Gram positivo, bacte´rias de
Gram negativo, bacte´rias sens´ıveis e bacte´rias resistentes aos antibio´ticos. Almeida et al.,
2014 mostraram que a PDI e´ uma alternativa eficaz na inativac¸a˜o de bacte´rias multirresis-
tentes presentes nas a´guas residuais do hospital. Avaliaram a eficacia de PDI com a porfirina
Tetra-Py+-Me. Houve uma reduc¸a˜o significativa das quatro bacte´rias em estudo (E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus e Acinetobacter baumani) (Almeida et al., 2014).
Em conclusa˜o podemos afirmar que a aplicac¸a˜o de formulac¸o˜es semi-so´lidas na PDI podera´
tornar-se uma alternativa eficaz na inativac¸a˜o de bacte´rias de Gram positivo, bacte´rias de
Gram negativo e de bacte´rias sens´ıveis e resistentes aos antibio´ticos. A perda de eficieˆncia
do PS no creme pode ser compensada aumentando a concentrac¸a˜o do PS, a dose de energia
aplicada e diminuindo a viscosidade das formulac¸o˜es.
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Cap´ıtulo 4
Inativac¸a˜o fotodinaˆmica de fungos
fitopatoge´nicos
Resumo
Atualmente a contaminac¸a˜o das videiras e de outras a´rvores de fruto com fungos fitopa-
toge´nicos gera preju´ızos econo´micos em consequeˆncia das perdas quantitativas e qualitativas,
decorrentes da deteriorac¸a˜o das a´rvores e dos frutos. A terapia fotodinaˆmica apesar de ser re-
conhecidamente uma abordagem muito promissora no controle de microrganismos, esta´ ainda
pouco explorado no controle de fungos fitopatoge´nicos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficieˆncia de inativac¸a˜o fotodinaˆmica de fungos fito-
patoge´nicos, agentes de deteriorac¸a˜o de frutos com fotossensibilizadores naturais (curcumina
e riboflavina) e sinte´ticos (porfirina tetracatio´nica e azul de toluidina O). Como fungos modelo
foram testados Botrytis cinerea e Lasiodoplodia theobromae. A irradiac¸a˜o foi conduzida por
exposic¸a˜o a` luz solar.
Na presenc¸a de 500 µM Tetra–Py+ –Me ou de 500 µM de TBO, o crescimento de L.
theobromae foi inibido em 35, 1% e 26, 5% relativamente ao controle claro e controlo escuro,
respetivamente. No entanto, a exposic¸a˜o a` luz solar na presenc¸a de curcumina ou de ribo-
flavina na˜o causou inativac¸a˜o. A exposic¸a˜o a` luz solar na presenc¸a da porfirina ou de TBO
tambe´m afetou negativamente o crescimento de B. cinerea, causando uma reduc¸a˜o no seu
crescimento de 89,7% e 93,2% relativamente ao controle escuro respetivamente. No entanto,
a luz inibiu diretamente o crescimento da estirpe usada nos ensaios, mesmo na auseˆncia de PS.
Os resultados revelam que os PS sinte´ticos podem ser usados para o controle de fungos fitopa-
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toge´nicos, mas os PS naturais curcumina e riboflavina na˜o constituem, uma alternativa via´vel.
Palavras chave: Terapia fotodinaˆmica, Fungos fitopatoge´nicos, Lasiodoplodia theobromae,
Botrytis cine´rea, curcumina, riboflavina, porfirinas catio´nicas, azul de toluidina O.
4.1 Introduc¸a˜o
Os fungos filamentosos sa˜o agentes de doenc¸as de diversas plantas de interesse econo´mico,
nomeadamente de a´rvores de fruto (Van Kan et al., 2016). No contexto econo´mico portugueˆs,
as doenc¸as da videira assumem particular relevaˆncia (Climaco et al., 2012). A contaminac¸a˜o
das videiras, por fungos ocorre durante as fases de pre´-colheita, colheita e processamento das
uvas (Magnoli et al., 2003). Durante estes per´ıodos, a temperatura e a humidade consti-
tuem fatores importantes no crescimento micelial e na germinac¸a˜o de con´ıdios (Oliveri et al.,
2016). O desenvolvimento de fungos em videiras representa importantes perdas quantita-
tivas e qualitativas, decorrentes da contaminac¸a˜o e deteriorac¸a˜o dos frutos, descolorac¸o˜es,
manchas e produc¸a˜o de odores desagrada´veis inviabilizando assim a sua comercializac¸a˜o e a
sua aplicac¸a˜o em vinificac¸a˜o (Van Kan et al., 2016). Na indu´stria alimentar, os fungos sa˜o
responsa´veis por cerca de 80% a 90% do total das perdas po´s-colheita causando, deste modo,
elevados preju´ızos econo´micos e ecolo´gicos (Van Kan et al., 2016).
De acordo com o seu estilo de vida, os fungos fitpatoge´nicos vegetais podem ser classi-
ficados como biotro´ficos ou necrotro´ficos. Os biotro´ficos na˜o se desenvolvem em restos de
culturas, semente ou material orgaˆnico morto, pois dependem do hospedeiro vivo para com-
pletarem o seu ciclo de vida. Os o´ıdios constituem exemplos desta categoria. Os necrotro´ficos
adquiram os seus nutrientes a partir das ce´lulas mortas. Parasitam o tecido vegetal e pos-
teriormente produzem toxinas que causam a morte de tecidos da planta originando manchas
foliares. Botrytis cinerea e Lasiodyploidia theobromae sa˜o exemplos de fungos necrotro´ficos
(Dean et al., 2012).
Botrytis cinerea e´ um fungo pertencente a` classe Leotiomycetes, da famı´lia Sclerotiniaceae.
Infeta cerca 1.400 espe´cies de plantas incluindo muitas culturas de importaˆncia econo´mica.
Causa ”podrida˜o cinzenta”em mais de 200 espe´cies de plantas como por exemplo, moran-
gueiro, tomateiro, videira (Silvera-Pe´rez et al., 2010; Dean et al., 2012). Afeta folhas, caules,
flores e frutos, causando grandes perdas apo´s a colheita (Nakajima and Akutsu, 2014).
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Lasiodoplodia ocorre principalmente em regio˜es tropicais e temperadas sendo responsa´vel
por uma grande variedade das doenc¸as nas plantas. Este fungo penetra nas plantas atrave´s
de leso˜es provocadas por insetos, pa´ssaros ou pelo homem, no contexto de pra´ticas agr´ıcolas.
Existe tambe´m evideˆncias de que Lasiodoplodia pode colonizar as plantas sem causar sintomas
de infec¸a˜o. Algumas hipo´teses sugerem que a evoluc¸a˜o de Lasiodoplodia desse comportamento
endo´fito para o parasitismo pode ser explicada em consequeˆncia de presso˜es ambientais (Lima
et al., 2013).
Recentemente, tem havido um aumento do leque de hospedeiros e agravamento da severi-
dade das infec¸o˜es provocadas por Lasiodoplodia theobromae. Este fungo pode infetar videiras,
citrinos, coqueiros, eucaliptos argentino, jaqueira, mandioca, meloeiro, figueira, mangueira,
goiabeira, mamoeiro, roseira e abacateiro. A infec¸a˜o manifesta-se por sintomas de morte,
cancro em ramos, caules e ra´ızes, leso˜es nas folhas, frutos e sementes, ale´m de provocar a
morte de mudas e enxertos (Freire et al., 2004).
Na tentativa de minimizar os impactos negativos dos fungos no rendimento da produc¸a˜o
agr´ıcola, o controle qu´ımico e´ uma pra´tica comum (Berger et al., 2011). No entanto, o
uso intensivo de substaˆncias qu´ımicas na agricultura representa riscos ambientais com con-
sequeˆncias a sau´de humana, uma vez que a maioria dos pesticidas qu´ımicos sa˜o altamente
to´xicos e na˜o sa˜o seletivos, eliminando, indiscriminadamente, organismos que sa˜o u´teis ao
ecossistema (Berger et al., 2011). Nas fases iniciais de contaminac¸a˜o, a vinha encontra-se
numa fase de crescimento lento, pelo que a a´rea foliar exposta a`s contaminac¸o˜es e´, ainda
pequena sendo assim, nesta fase os primeiros tratamentos entre as folhas livres e os cachos
vis´ıveis, devem ser fungicidas com ac¸a˜o simples de contacto ou superf´ıcie (e. g. Captana®,
folpete®, Mancozebe®, Metirame®, Propinebe® e Tolifluanida®, simples ou em mistura
com Cimoxanil®). Embora na˜o seja invulgar o uso de produtos siste´micos ou penetrantes
na˜o e´ aconselha´vel porque sa˜o mais caros que os produtos de contacto e poderiam desenca-
dear resisteˆncias que comprometeria a sua efica´cia em fases posteriores do desenvolvimento da
planta. O hidro´xido de cobre e sulfato de cobre, simples ou em mistura com outras substaˆncias
activas tais como mancozebe e ca´lcio sa˜o os fungicidas siste´micos mais utilizados. Na fase
de florac¸a˜o na˜o se deve utilizar os fungicidas com cobre devido a sua fitotoxidade que pode
levar a` destruic¸a˜o das flores ale´m ocasionar problemas de polinizac¸a˜o (Amaro, 2003). No meio
ambiente os fungicidas qu´ımicos dissolvidos nas a´guas de irrigac¸a˜o e/ou chuvas alcanc¸am o
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solo e podem sofrer degradac¸a˜o por ac¸a˜o de luz ou calor, interagir com outras part´ıculas e
ser lixiviados ate´ os rios e lenc¸o´is frea´ticos, contaminando a´guas superf´ıciais e subterraˆneas
(Berger et al., 2011). Iprodiona®, Benomil®, Captana® e o Penconazol® sa˜o usados para
prevenir infec¸o˜es por L. theobromae em leso˜es, desde que aplicada antes da instalac¸a˜o com
o fungo (Leavitt, 2003). No entanto, sa˜o fitoto´xicos, quando aplicados em concentrac¸o˜es ele-
vadas. Alguns apresentam elevada persisteˆncia e outros ainda, foram retirados do mercado
(Niekerk et al., 2006).
Os me´todos biolo´gicos representam uma alternativa para o biocontrole de fungos fito-
patoge´nicos (Ju´nior et al., 2000). Envolvem o uso de organismos ou dos seus produtos
metabo´licos para a prevenc¸a˜o de doenc¸as em plantas numa estrate´gia de ”controle de um
microorganismo por outro microorganismo” (Ju´nior et al., 2000). Trata-se de um me´todo
seguro, ecologicamente via´vel e de efeito fungista´tico (Berger et al., 2011). O Sporidiobolus
pararoseus, isolado das plantas de l´ırio, apresenta potencial para a reduc¸a˜o da incideˆncia e
severidade das infec¸o˜es com Botrytis cinerea (Machado and Bettiol, 2010).
Alguns compostos funcionam como elicitadores ou ativadores de mecanismos de defesa
das plantas. E´ o caso do quitosano, um pol´ımero biolo´gico obtido por deacetilac¸a˜o da qui-
tina (Berger et al., 2011). O quitosano apresenta propriedades espec´ıficas de bioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxidade, permeabilidade seletiva, atividade antimi-
crobiana, capacidade de formar geis e filmes, capacidade de quelac¸a˜o e de adsorc¸a˜o (Rinaudo,
2006). O quitosano causa inibic¸a˜o em fungos, bacte´rias de Gram positivo e bacte´rias de Gram
negativo. No entanto, o efeito antimicrobiano e´ mais imediato em fungos do que em bacte´rias.
O quitosano inibe a atividade de poligalacturonases fu´ngicas, estimulando a produc¸a˜o de fita-
lexinas na planta e estimulando a s´ıntese de enzimas (e.g. quitinase, quitosanase e peroxidase)
que inibem o crescimento do fungo (Knowles and Roller, 2001).
A inativac¸a˜o fotodinaˆmica e´ uma alternativa para o controle de fungos atrave´s da aplicac¸a˜o
de um fotossensibilizador que se liga a` superf´ıcie do mice´lio ou dos esporos ou que se acumula
no compartimento intracelular (Gonzales et al., 2010). As caracter´ısticas f´ısico qu´ımicas da
superf´ıcie celular influenciam na seletividade e efica´cia dos fotossensibilizadores (Usacheva
et al., 2008). A membrana citoplasma´tica e a parede celular dos fungos sa˜o carregados ne-
gativamente, o que favorece a ligac¸a˜o de fotossensibilizadores catio´nicos tais como, azul de
toluidina O e porfirinas catio´nicas. A interac¸a˜o de fungos, particularmente na forma espo-
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rulada, exige concentrac¸o˜es de PS e doses de luz mais elevadas do que as necessa´rias para
inativar ce´lulas vegetativas e endo´sporos bacterianos, pois os fungos sa˜o protegidos por uma
parede celular r´ıgida composta principalmente por pol´ımeros de polissacar´ıdeo insolu´vel, como
a quitina, β-glucano e glicoprote´ınas (Calzavara-Pinton et al., 2005; Vandresen et al., 2016).
A desvantagem da terapia fotodinaˆmica em comparac¸a˜o com os fungicidas convencionais,
para controle de doenc¸as fu´ngicas da planta, e´ que esta abordagem depende da luz e por isso
na˜o funciona durante a noite (Fracarolli et al., 2016). Os PS devem ter boa afinidade para as
estruturas alvo dos fungos e devem ser tambe´m fotoesta´veis para assegurarem um tratamento
prolongado (Pereira et al., 2014). Alguns fotossensibilizadores ligam-se a superf´ıcie externa
da ce´lula, e penetram no seu interior apenas se a parede celular for danificada, o que pode
ocorrer durante a fotossensibilizac¸a˜o (Jori, 2006). Severas deformidades e roptura da parede
celular, tanto em microcon´ıdios como de mice´lios foram observadas apo´s a fotossensibilizac¸a˜o
Trichophyton rubrum com a Sylsens B, cujo pr´ıncipio ativo e´ tricloreto de 5-fenil-10,15,20-
tris(1-metilpiridinio-4-il)porfirina (Smijs et al., 2009). O efeito apenas foi observado apo´s a
ligac¸a˜o da porfirina catio´nica a` superf´ıcie externa das paredes de con´ıdios e hifas (Smijs et al.,
2008). Os PS usados na inativac¸a˜o dos fungos nas plantas normalmente sa˜o menos to´xicas
para os seres humanos e animais e sa˜o menos agressivos para as plantas que a maioria dos
fungicidas utilizadas atualmente (Menezes et al., 2014b). A identificac¸a˜o e o desenvolvimento
de PS com potencial para serem usados como antifu´ngicos na agricultura sera˜o de extrema
utilidade para o desenvolvimento de novos fungicidas com mecanismo de ac¸a˜o diferente dos
fungicidas atualmente utilizados. Os fungos fitopatoge´nicos temos os derivados fenotiazinicos
nomeadamente o azul de metileno (MB), novo azul de metileno (NMBN), azul de toluidina O
(TBO) e fenotiazina pentaciclico S137 Tetra–Py+ –Me sa˜o exemplos de PS usados na PDI de
fungos. A hematoporfirina tambe´m e´ muito utilizado na inativac¸a˜o de fungos fitopatoge´nicos
(Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Fusarium avenaceum, Fusarium poae, Fusarium cul-
morum, Acremonium strictum, Trichothecium roseum and Rhizopus oryzae) geralmente com
relevaˆncia na indu´stria alimentar (Luksiene et al., 2003).
Uma das alternativas na busca de PS para inativac¸a˜o de microrganismos na agricultura
sa˜o o uso de PS naturais tais como curcumina e riboflavina, visto compostos sa˜o aditivos ali-
mentares autorizados e apresentam um reduzido risco de contaminac¸a˜o das partes comest´ıveis,
nomeadamente frutos (Priyadarsini, 2014; Thakuri et al., 2011).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de fotossensibilizadores sinte´ticos e na-
turais como fungicidas fotodinaˆmicos, para potencial aplicac¸a˜o em plantas cultivadas. Como
fungos modelo foram usados isolados de B. cinerea e L. theobromae. Como fonte de luz
foi usada luz solar, no sentido de avaliar a aplicabilidade de abordagem em condic¸o˜es mais
semelhantes a`s condic¸o˜es de campo.
4.2 Materiais e me´todos
4.2.1 Microrganismos e condic¸o˜es de crescimento
O isolado de Botrytis cinerea usado neste trabalho foi cedido pela Micoteca da Universi-
dade do Minho. O isolado de Lasiodiplodia theobromae foi cedido pelo professor Artur Alves
(Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro, CESAM).
Antes de cada ensaio foi realizado uma repicagem dos fungos Botrytis cinerea e Lasiodo-
plodia theobromae de uma placa de Potato Dextrose Agar (PDA, Liophilchem) ou Agar Aveia
respetivamente, para novas placas meio de cultura que foram incubadas na estufa de 25 ºC
4.2.2 Fotossensibilizadores
Como fotossensibilizadores de refereˆncia foram testados uma porfirina tetra catio´nica
(Tetra–Py+ -Me) e o corante azul de toluidina O (TBO) cujas estruturas qu´ımicas se encon-
tram representadas na Figura 4.1. As soluc¸o˜es stock (500 µM) foram preparados em dimetil
sulfo´xido (DMSO). Como fotossensibilizadores naturais testou-se curcumina e riboflavina. As
soluc¸o˜es stock (1 mM) de curcumina (Alfa Aesar) e riboflavina (Sigma) foram preparadas
em acetona ou numa soluc¸a˜o de hidro´xido de so´dio (NaOH) a 0, 1 M .
As soluc¸o˜es stock foram protegidas de luz com papel de alumı´nio de modo a evitar a
fotodegradac¸a˜o e conservadas a 4 ºC. Antes de cada ensaio as soluc¸o˜es-stock foram sonificadas
(Silvercrest) durante 30 minutos a fim de assegurar a homogeneidade das soluc¸o˜es.
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 Figura 4.1: Estrutura qu´ımica de fotossensibilizadores naturais e sinte´ticos testados nas ex-
perieˆncias de inativac¸a˜o fotodinaˆmica de fungos.
4.2.3 Ensaios de inativac¸a˜o fotodinaˆmica
A avaliac¸a˜o do efeito fotodinaˆmico foi feita por medic¸a˜o da variac¸a˜o do diaˆmentro das
colo´nias em meio so´lido. Como meio de cultura usou-se PDA para B. cinerea e agar de Aveia
para L. theobromae. As soluc¸o˜es de PS foram adicionadas a` superf´ıcie do meio (100 µL) e
espalhadas asseticamente com um espalhador. Na base de placa de meio de cultura (face
exterior) foram trac¸ados dois diaˆmetros perpendiculares. O fungo foi inoculado por picada no
centro de placa, no ponto correspondente a` intersec¸a˜o das linhas. As placas de cultura foram
incubadas durante 7 dias a` temperatura ambiente (20-25 ºC) e em condic¸o˜es de exposic¸a˜o a`
luz solar natural.
Durante o per´ıodo de incubac¸a˜o, procedeu-se a` medic¸a˜o dia´ria do tamanho das colo´nias
registando o comprimento dos raios a partir das quais foi calculado o raio me´dio. Todos os
ensaios inclu´ıram dois controlos: um controlo claro e um controlo escuro. Os controlos claros
foram preparados da mesma forma que os testes, sem adic¸a˜o de PS. Os controlos escuros
foram tambe´m preparados da mesma forma que os testes, mas foram mantidos ao abrigo
da luz, protegidos com papel de alumı´nio, durante as experieˆncias. Em cada ensaio foram
preparadas 3 placas (re´plicas) para cada condic¸a˜o (teste, controlo claro e controlo escuro).
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Foram realizados treˆs ensaios independentes para cada condic¸a˜o experimental.
4.2.4 Ana´lise estat´ıstica
A ana´lise estat´ıstica foi feita com o programa Rstudio 3.3.2. Para avaliar a significaˆncia
das diferenc¸as entre condic¸o˜es testadas foi aplicado o teste ANOVA. Um valor de p < 0, 05
foi considerado significativa.
4.3 Resultados
A variac¸a˜o do raio me´dio das colo´nias de L. theobromae na presenc¸a dos fotossensibiliza-
dores TBO e Tetra–Py+ –Me, curcumina e riboflavina encontram-se representados na Figura
4.2. Os PS naturais curcumina e riboflavina na˜o causaram inativac¸a˜o significativa, sendo os
valores do raio me´dio nos testes ideˆnticos aos valores registados nos controles. No entanto,
houve inibic¸a˜o do crescimento na presenc¸a dos PS sinte´ticos TBO e porfirina sob exposic¸a˜o a`
luz solar. O TBO causou uma ligeira inibic¸a˜o do crescimento na amostra em relac¸a˜o aos con-
trolos (26,5% do CE no 7º dia). No entanto, essa diferenc¸a de crescimento entre as amostras
e os controlos apo´s 7 dias de incubac¸a˜o na˜o e´ uma diferenc¸a estatisticamente significativa.
A porfirina causou uma reduc¸a˜o do crescimento relativamente aos controlos Figura 4.2.
A reduc¸a˜o relativamente aos controles foi ma´xima no segundo dia de incubac¸a˜o (90% do
CC). Durante o decorrer da experieˆncia, o crescimento das colo´nias no controlo claro esta-
bilizou ao fim de 5 dias de incubac¸a˜o mas continuou a aumentar no teste com a porfirina e
no final da experieˆncia o raio me´dio no teste correspondia a 64,9% do raio me´dio do controlo
claro Figura 4.3.
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Figura 4.2: Variac¸a˜o do raio me´dio das colo´nias de L. theobromae em meio de agar aveia,
sob exposic¸a˜o a` luz solar natural durante 7 dias, na presenc¸a de 1 mM de curcumina (A),
1 mM de riboflavina (B), 500 µM de Tetra–Py+ –Me (C) e 500 µM de TBO (D). Os
valores correspondem a 1 ensaio com curcumina e riboflavina e 3 enasios independentes com
Tetra–Py+ –Me e TBO.
(a) Amostra (b) Controlo claro (c) Controlo escuro
(d) Amostra (e) Controlo claro (f) Controlo escuro
Figura 4.3: Exemplos do desenvolvimento das colo´nias de L. theobromae ao fim de 7 dias de
incubac¸a˜o sob exposic¸a˜o a luz natural, na presenc¸a dos fotossensibilizadores TBO 500µM (a,
b, c) e Tetra–Py+ –Me 500µM (d, e, f).
A variac¸a˜o do raio me´dio das colo´nias de B. cinerea na presenc¸a dos fotossensibilizadores
TBO e Tetra–Py+ –Me, curcumina e riboflavina encontra-se representado na Figura 4.4. A
luz solar, na auseˆncia de PS, atenuou o crescimento de B. cinerea em 0% e 73% relativamente
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ao CE para curcumina e riboflavina respetivamente. Os PS naturais curcumina e riboflavina
na˜o causaram inativac¸a˜o significativa, sendo os valores do raio me´dia nos testes ideˆnticos aos
valores registados nos controles. No entanto, houve uma ligeira inibic¸a˜o do crescimento na
presenc¸a dos PS sinte´ticos TBO e porfirina sob exposic¸a˜o a` luz solar. A porfirina causou uma
reduc¸a˜o do crescimento de 89,7% relativamente ao controlo escuro Figura 4.4. A reduc¸a˜o foi
ma´xima ao sexto dia de incubac¸a˜o (91,2% do CE). No final da experieˆncia o raio me´dio no
teste correspondia a uma reduc¸a˜o de 89,7% relativamente ao raio me´dio do controlo escuro.
O TBO tambe´m causou uma reduc¸a˜o do crescimento em relac¸a˜o ao controlo escuro. A
reduc¸a˜o ma´xima ocorreu no se´timo dia de incubac¸a˜o (93,2% do CE) Figura 4.5.
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Figura 4.4: Variac¸a˜o do raio me´dio das colo´nias de B. cinerea em meio de PDA, sob exposic¸a˜o
a` luz solar natural durante 7 dias, na presenc¸a de 1 mM de curcumina (A), 1 mM de
riboflavina (B), 500 µM de Tetra–Py+ –Me (C) e 500 µM de TBO (D). Os correspondem a
1 ensaio com curcumina e riboflavina e 3 enasios independentes com Tetra–Py+ –Me e TBO.
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(a) Amostra (b) Controlo claro (c) Controlo escuro
(d) Amostra (e) Controlo claro (f) Controlo escuro
Figura 4.5: Exemplos do desenvolvimento das colo´nias de Botrytis cinerea ao fim de 7 dias de
incubac¸a˜o sob exposic¸a˜o a luz natural, na presenc¸a dos fotossensibilizadores Tetra–Py+ –Me
500 µM (a, b, c) e TBO 500 µM (d, e, f).
4.4 Discussa˜o e conclusa˜o
O tratamento fotodinaˆmico antifu´ngico tem sido uma alternativa promissora ao uso de
fungicidas convencionais e pode ser utilizado para reduzir a densidade de fungos patoge´nicos
no ambiente. Neste trabalho avaliou-se em condic¸o˜es laboratoriais a eficieˆncia de inativac¸a˜o
fotodinaˆmica com fotossensibilizadores representativos de grupos de PS naturais (curcumina e
riboflavina) e sinte´ticos (Tetra–Py+ –Me e TBO) como alternativa para o controle de fungos
L. theobromae e B. cinerea.
As porfirinas catio´nicas e os corantes (azul de toluidina O e azul de metileno) teˆm de-
monstrado ser PS adequados na inativac¸a˜o de fungos fitopatoge´nicos (Vandresen et al., 2016;
Menezes et al., 2014b).
Os PS Tetra–Py+ –Me e TBO causaram um ligeira inibic¸a˜o do crescimento de L. theo-
bromae em relac¸a˜o aos controlos mostrando ser eficazes na inativac¸a˜o fotodinaˆmica de L. the-
obromae. Pore´m, a inibic¸a˜o do crescimento de L. theobromae com porfirina Tetra–Py+ –Me
em relac¸a˜o ao controlo claro foi de 35,1% enquanto que com o corante TBO a reduc¸a˜o do
crescimento em relac¸a˜o ao controlo escuro foi de 26,5%. Este resultado pode ser devido ao fato
desta porfirina apresentar um maior rendimento de oxige´nio singleto em relac¸a˜o aos corantes
e ser mais fotoesta´vel que o TBO. Observou-se uma ligeira atenuac¸a˜o no crescimento de L.
theobromae nos dois primeiros dias na presenc¸a da porfirina Tetra–Py+ –Me ou do corante
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TBO. Uma vez que apo´s o atraso inicial no crescimento do fungo houve recuperac¸a˜o do cres-
cimento nos testes, relativamente aos controles, a repetic¸a˜o das aplicac¸o˜es pode melhorar a
eficieˆncia da PDI em condic¸o˜es de campo.
B. cinerea apresentou sensibilidade a` luz que se traduziu em inibic¸a˜o do crescimento nos
controles claros, relativamente aos controles escuros (68,1 a 73,3%).
O corante TBO apresentou sinais de toxicidade no escuro para L. theobromae visto que
entre o terceiro e o quinto dia de incubac¸a˜o a reduc¸a˜o do raio me´dio no controle escuro rela-
tivamente ao controle claro foi de apenas 25,1%.
O uso de fotossensibilizadores naturais (curcumina e riboflavina) na agricultura seria de
uma grande valia, uma vez que sa˜o mais baratas, fazem parte da nossa dieta e o seu uso
em doses elevadas normalmente na˜o causa toxicidade aos humanos (Priyadarsini, 2014; Souza
et al., 2005). No entanto, estes PS naturais sa˜o pouco fotoesta´veis. A presenc¸a de luz e do
oxige´nio influenciam a sua degradac¸a˜o (Laczkowski and Sousdaleff, 2013). Os PS naturais
curcumina e riboflavina na˜o causaram inativac¸a˜o significativa dos fitopatoge´nicos em estudo.
No ensaio de inativac¸a˜o de L. theobromae com curcumina observou-se tambe´m uma
reduc¸a˜o do crescimento no teste mas na˜o houve inativac¸a˜o significativa no controle escuro
apesar das antisse´ticas da curcumina (Anand et al., 2008). Esta reduc¸a˜o no teste pode ser
devido ao efeito fotodinaˆmico observado nos dois primeiros de incubac¸a˜o, fato que levou a
menor crescimento no teste em relac¸a˜o aos controlos.
Apesar da escassez de estudos de inativac¸a˜o fotodinaˆmica de fungos filamentosos esta
terapia e´ promissora na inativac¸a˜o de fungos fitopatoge´nicos. Vandresen et al., 2016 avali-
aram a eficieˆncia de cinco porfirinas catio´nicas meso-(1-methyl-4-pyridinio) na inativac¸a˜o de
con´ıdios de Colletotrichum gramnicola. As porfirinas catio´nicas foram considerados eficientes
fotossensibilizadores para inativac¸a˜o dos con´ıdios. Menezes et al., 2014 avaliaram os efei-
tos de inativac¸a˜o fotodinaˆmica com quatro fenotiazinas (azul de metileno [MB], novo azul
de metileno N [NMBN], azul de toluidina [TBO] e o fotossensibilizador S137) em con´ıdios
de Aspergillus nidulans, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum. A MIC
do PS S137 foi de 5 µM para as treˆs espe´cies de fungos utilizando uma flueˆncia de luz de
25 J. cm−2. Com o NMBN [50 µM ] e S137 [10 µM ], houve uma reduc¸a˜o de ≈ 5 Log) na
sobreviveˆncia dos con´ıdios de todas as espe´cies em estudo.
A curcumina foi tambe´m testada com sucesso na inativac¸a˜o fotodinaˆmica dos esporos
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de Aspergillus flavus. Conseguiu-se uma reduc¸a˜o na contagem dos esporos fu´ngicos de ate´
3 Log UFC mL−1 em suspensa˜o e uma reduc¸a˜o de 2 Log UFC g−1 em gra˜os de milho ex-
perimentalmente contaminados, com 100 µM de curcumina e uma dose de luz de 84 J.cm2.
E´ assim considerada um me´todo potencialmente eficaz na descontaminac¸a˜o dos alimentos e
sementes (Temba et al., 2016). Uma das vantagens da aplicac¸a˜o da terapia fotodinaˆmica e´
o fato ser uma estrate´gia multi-alvo, sendo pouco prova´vel o desenvolvimento de resisteˆncia.
No entanto a sua aplicac¸a˜o em grandes a´reas e´ uma das dificuldades que ainda e´ preciso ultra-
passar encontrando fotossensibilizadores simultaneamente fotoesta´veis e a baixo custo. Outra
limitac¸a˜o da aplicac¸a˜o desta terapia na agricultura baseia-se no fato de funcionar somente
durante o dia permitindo que as hifas recuperem de danos sub-letais e possam crescer durante
a noite.
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Cap´ıtulo 5
Conclusa˜o geral
A aplicac¸a˜o do efeito fotodinaˆmica atualmente e´ uma alternativa eficaz na inativac¸a˜o de
bacte´rias, biofilmes microbianos e de fungos fitopatoge´nicos, embora com diferentes graus de
eficieˆncia. Tal como amplamente reportado na literatura, os biofilmes revelaram menor sus-
cetibilidade a` PDI do que as ce´lulas plancto´nicas da mesma espe´cie. Estes resultados podem
ser explicados pela presenc¸a de uma matriz polime´rica extracelular auto-produzido composta
principalmente por polissacar´ıdeos, que podem dificultar a adsorc¸a˜o dos PS na superf´ıcie das
ce´lulas, bem como a penetrac¸a˜o da luz (Sharma et al., 2008). As bacte´rias de Gram nega-
tivo e os fungos foram mais dif´ıceis de inativar do que as bacte´rias de Gram positivo. Estes
resultados podem ser devido a diferenc¸as nas estruturas da membrana entre as treˆs classes,
a membrana externa de lipopolissacar´ıdeo da parede celular das bacte´rias de Gram negativo,
que afetam a afinidade para o PS e protege as ce´lulas da ac¸a˜o citoto´xica do oxige´nio singleto
(Dahl et al., 1989). Assim, a inativac¸a˜o de biofilmes representa ainda um desafio que justifica
a procura de fotossensibilizadores com melhores propriedades de penetrac¸a˜o, adsorc¸a˜o e ren-
dimento em espe´cies reativas de oxige´nio. A curcumina, embora na˜o tenha causado inativac¸a˜o
completa de biofilmes de bacte´rias representativos de patoge´nicos alimentares, represente um
elevado potencial como PS compat´ıvel com alimentos e cumpriu o requisito de 3 Log de
reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de ce´lulas via´veis. Pode, assim, ser considerada como um agente
antimicrobiano fotodinaˆmico promissor para a inativac¸a˜o de microrganismos num contexto
de seguranc¸a alimentar. No entanto, os PS naturais curcumina e riboflavina na˜o se revelaram
eficazes no controle de fungos potencialmente causadores de deteriorac¸a˜o em frutos. Para esta
aplicac¸a˜o, os PS sinte´ticos do grupo das porfirinas ou dos corantes podem representar uma
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alternativa de baixo impacto ambiental, comparativamente com os tratamentos antifu´ngicos a`
base de cobre. Uma vez que a eficieˆncia do processo depende da luz, o processo de inativac¸a˜o
de fungos em condic¸o˜es de campo pode ser bastante mais lento do que outros tratamentos
qu´ımicos, uma vez que pode haver recuperac¸a˜o da viabilidade do fundo durante o per´ıodo da
noite. Esta abordagem pode tambe´m vir a ter aplicac¸a˜o na desinfec¸a˜o pre´via de sementes,
plaˆntula e enxertos, que sendo conduzida com luz artificial, pode atingir melhores n´ıveis de
eficieˆncia aumentando a intensidade da luz, de modo a aumentar a dose total mas reduzindo
o tempo de aplicac¸a˜o.
Outros campos de aplicac¸a˜o do efeito fotodinaˆmico levantam outros constrangimentos,
nomeadamente ao n´ıvel da formulac¸a˜o dos ve´ıculos/produtos de aplicac¸a˜o. Os testes realiza-
dos com um creme fotodinaˆmico contendo uma porfirina catio´nica como fotossensibilizador
revelaram que a consisteˆncia demasiado viscosa do creme reduz a sua eficieˆncia relativamente
a` soluc¸a˜o da mesma porfirina mas que reduzindo a viscosidade, melhorando o contacto do
creme com as ce´lulas e aumentando a dose de luz permite a inativac¸a˜o completa dos modelos
bacterianos testados. Assim os cremes ou geis fotossensibilizadores podem vir a constituir
uma alternativa via´vel aos tratamentos antibacterianos convencionais para o tratamento de
infec¸o˜es da pele, unhas e tecidos moles.
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